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“CONTROL BIOLOGICO DEL NEMATODO AGALLADOR DE LAS RAICES DE LA
NARANJILLA Meloidogyne spp MEDIANTE AISLAMIENTOS NATIVOS DE
HONGOS NEMATOFAGOS*



RESUMEN

El cultivo de naranjilla es de gran importancia econdmica para la regién oriental de
nuestro pais, la fruta es consumida en fresco y en la industria como materia primara
para la elaboracion de jugos, helados y otros derivados. El cultivo es afectado por una
gran cantidad de plagas que intervienen en los procesos fisiolégicos de la planta que
causan la pérdida parcial o total de las plantaciones. Uno de los problemas comunes
es la formacién de agallas en la raiz provocadas por el nematodo Meloidogyne javanica,
con incidencias de 79% vy pérdidas de hasta el 50% de la produccion, especie que
ademés afecta a otros cultivos de importancia Nacional y Mundial (Garcia y Obando,
2004; Safudo et al. 2003, Gelpud et al. 2010: Betancourth et al. 2011).

Este problema hasta ahora ha sido controlado mediante el uso de nematicidas de
sintesis muy toxicos para el suelo, el agua y el aire. Ante esta situacion, han surgido
nuevas alternativas de control amigables con el ambiente, una de ellas el control
biol6gico. En esta investigacion se evalud la eficacia de 30 aislamientos nativos de
hongos nemato6fagos frente a Meloidogyne javanica., en condiciones in vitro, de los
cuales se seleccionaron los 10 mejores para ensayos de efectividad en condiciones de

invernadero.

Las evaluaciones in vitro demostraron parasitismo en huevos entre 4.8 a 58.9%, y de 6
a 52.4% en larvas J.. En invernadero se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos para todas las variables analizadas.

Las caracterizaciones morfoldgicas de hembras, machos y J,, permitieron determinar
gue Meloidogyne javanica es la especie predominante en el cultivo de naranjilla, la
caracterizacion morfolégica de los aislamientos fungicos en microcultivos, asi como la
caracterizacidbn microscépica de las estructuras vegetativas y reproductivas de los
aislamientos, permitié la identificaciéon taxondmica de los géneros Purpureocillium,
Pochonia, Trichoderma y Fusarium., los ensayos permitieron concluir que los mejores
aislamientos por sus niveles de eficacia en las dos fases de investigacion fueron
Pch001V, YEB (J2)T, POO2P y PO0O2P, por lo cual se puede recomendar su uso como

una alternativa de manejo del nematodo en condiciones similares a las evaluadas.

Palabras clave: Control biolégico, Meloidogyne javanica, Hongos nematéfagos nativos,

Naranijilla.
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ABSTRACT

Naranjilla cultivation is of great economic importance for the eastern region of our
country. The fruit is consumed fresh and in the industry is used as raw material for the
production of juices, ice cream and other products. The cultivation is affected by a host
of pests that intervene in the physiological processes of the plant causing partial or total
loss of the crops. One of the most common problems is the formation of galls on the root
caused by the nematode Meloidogyne javanica, with incidences of 79% and losses of
up to 50% of production. This is a species that also affects other crops of National and
World importance (Garcia and Obando, 2004; Safudo et al 2003, Gelpud et al 2010:
Betancourth et al 2011).

This problem has so far been controlled by the use of synthesised nematicides highly
toxic to soil, water and air. Due to this situation, new environmentally friendly control
alternatives have now emerged, one of them being biological control. This study
evaluated the efficiency of 30 native fungi nematophagous isolates against Meloidogyne
javanica, in in vitro conditions, out of which the top 10 were chosen for effectiveness

trials under greenhouse conditions.

The in vitro evaluations showed parasitism on eggs from 4.8% to 58.9% and from 6% to
52.4% on J?larvae. In the greenhouse, statistically significant differences between the

treatments for all the variables analysed were observed.

The morphological characterization of females, males and J? led to the conclusion that
Meloidogyne javanica is the predominant species in the cultivation of naranjilla, the
morphological characterization of fungal isolates in the micro cultures as well as the
microscopic characterization of the vegetative and reproductive structures of the
isolates, resulted in the taxonomic identification of the species Purpureocillium,
Pochonia, Trichoderma and Fusarium. The tests led to the conclusion that the best
insulation for their levels of effectiveness in the two phases of research were Pch001V,
YEB (J2) T, POO2P and PO02P, which in turn led to the recommendation of its use as

alternative nematode management in conditions similar to those evaluated.

Keywords: Biological Control, Meloidogyne javanica, native fungi nematophagous,

Naranijilla.
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1. INTRODUCCION

La naranjilla Solanum quitoense Lam es una fruta tradicional del Ecuador, que se la
cultiva en la region Oriental del pais, siendo comercializada en el mercado interno y
para la exportacion en fresco como materia prima en la elaboracion de jugos y pulpa,
constituyéndose asi en uno los rubros mas importantes dentro de los productos

tradicionales (Zambonino, 2012).

El 42.68% de la produccion mundial del Lulo o Naranijilla durante el periodo 2005-2009
corresponde al Lejano Oriente, el 9,14% a América Latina y el Caribe; y el 48,18%

alrededor del mundo distribuido en varios de paises.

En el Ecuador existen 8.929 hectareas de cultivo de naranjilla, 7.453 ha como mono
cultivo y en asocio 1.476 ha. La superficie cosechada en mono cultivo es 5.169 ha, con
una produccion de 14.894 TM; distribuidas en las zonas amazonicas de Orellana, Napo,
Sucumbios, Morona Santiago, Zamora Chinchipe y Pastaza; el 10% en menor escala
se cultiva en las provincias de Bolivar, Imbabura, Pichincha, Tungurahua (Zambonino,
2012).

Las enfermedades radicales de la naranjilla son un problema fitosanitario que mas
afecta al cultivo, especificamente la formacion de agallas radicales causadas por el
nematodo Meloidogyne spp.; que abarca una extensa gama de especies, como M.
incognita, M. hapla, M. arenaria, y M. javanica entre otras, las cuales presentan una
amplia distribucion y rango de hospedantes. Los dafios son irreversibles en el sistema
radical de las plantas, ademas su alta capacidad reproductiva es la causa de
incidencias alrededor del 79% y pérdidas del 50% (Garcia y Obando, 2004; Safiudo et
al. 2003, Gelpud et al. 2010: Betancourth et al. 2011).

Hasta ahora, el manejo de nematodos se realiza con nematicidas o fumigantes de
suelo que por su composicién quimica son téxicos para los animales y plantas, e
interfieren en su ciclo de vida, con efectos nocivos sobre el medio ambiente, la salud
humana, los peces, los mamiferos y los organismos benéficos (Coast, 2008; Carrillo,
2013). La inadecuada gestion del uso plaguicida ha inducido resistencia de plagas y

enfermedades por su capacidad de mutacion, generando un problema de grandes



proporciones (Alvarez y Paccha, 2011). Razones que han motivado la busqueda de

nuevas alternativas de control.

En la presente investigacion se determiné la presencia de Meloidogyne javanica vy
Meloidogyne arenaria asociadas a las nodulaciones de las raices de los cultivos de
naranjilla. En los ensayos in vitro e invernadero se evaluo la eficiencia del control
biolégico con aislamientos nativos de los géneros Trichoderma, Purpureocillium,
Pocchonia, y Fusarium, sobre Meloidogyne javanica en condiciones de laboratorio e
invernadero, y los resultados obtenidos permiten confirmar la efectividad de los
aislamientos sobre huevos y larvas in vitro y la reduccion de las poblaciones de larvas

Jo e indices de agallamiento con respecto al Testigo.

Los objetivos de esta investigacion fueron:

+ Determinar la especie de Meloidogyne predominante, asociado al cultivo de naranijilla

en zonas productoras de la provincia de Zamora Chinchipe.

+ Determinar la efectividad de 10 aislamientos de hongos nematéfagos nativos frente
a Meloidogyne spp. en la especie de naranjilla mas susceptible, en condiciones in

vitro e invernadero.

+ |dentificar taxonémicamente los hongos nematéfagos de mayor efectividad contra

Meloidogyne spp.

+ Socializar los resultados de la investigacion a nivel de agricultores, profesionales y

estudiantes.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. HISTORIA E IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA NARANJILLA

La naranjilla Solanum quitoense var quitoense.es originaria de la zona ecuatorial
suramericana, en el territorio que hoy ocupan los paises de Ecuador, Peru y el sur de
Colombia (Cruz et al. 2007), favorecido por la temperatura y la humedad de los Andes,
era una planta silvestre mucho antes de su cultivo y comercializacién. De estos paises

Ecuador ha sido el que mas ha explotado este cultivo y su exportacion a otros territorios.

A lo largo del dltimo siglo, el cultivo de Solanum quitoense Lam., se ha incrementado
en otros lugares que incluye a muchos paises del Centro y Suramérica. A pesar del
surgimiento de nuevos productores que rivalizan con los mercados constituidos en
Colombia y Ecuador, como Costa Rica, los paises suramericanos son los principales

exportadores de esta fruta a Norteamérica (Cruz et al. 2007).

En las Ultimas décadas, debido a la necesidad de hacer mas productivo su cultivo, se
han buscado realizar mejoras genéticas, en Colombia, el desarrollo de la variedad “La
selva” ha permitido cultivos resistentes a enfermedades y de mayor produccion. Hoy en
dia casi todos los cultivos en Latinoameérica se realizan mediante semillas de origen in
vitro (Cruz et al. 2007).

El Instituto Nacional Autonomo de Investigacion Agropecuaria (INIAP), menciona que
en nuestro pais las variedades mas cultivadas son: Baeza, Agria, Septentrional, Bola,
Dulce Comun, Baeza Roja y los Hibridos Puyo, INIAP - Palora y Mera; y se estima una
superficie perdida por plagas y enfermedades de 405 ha, afectando de esta manera la
economia del productor; en la mayoria de las zonas productoras de Centro y
Suramérica, uno de los principales problemas lo constituyen los nematodos agalladores
del género Meloidogyne los cuales afectan a las plantaciones causando dafios en su
sistema radicular, formando agallas o tumores que afectan a los haces vasculares de
la planta impidiéndole la absorcion de nutrientes y agua del suelo hacia la planta,
provocando de esta forma la pérdida total del cultivo y la productividad (Garcia et al.
2004;), citado por Crozzoli et al. (2012).



Los dafios y pérdidas ocasionados por Meloidogyne spp., al igual que la mayoria de los
nematodos fitoparasitos se incrementa en regiones con clima tropical debido a que se
incrementa la diversidad de los patdgenos; las condiciones para la colonizacion,
desarrollo, reproduccion y dispersion se ven favorecidas, ademas la falta de recursos
humanos y financieros para el manejo de los cultivos incrementa el problema (De Weale
y Elsen, 2007, Moens et al. 2009). La importancia de Meloidogyne se debe a su amplia
distribucion, por la gran capacidad que posee para sobreponerse a las condiciones
ambientales desfavorables; al grado de parasitismo; y al tipo de reproduccion

partenogenética (Carrillo, 2013).

2.2. NEMATODO AGALLADOR DE RAICES DE LA NARANJILLA Meloidogyne spp.
Este género y sus especies son cosmopolitas y parasitos de muchas especies de
plantas; tiene un rapido desarrollo y reproduccién durante el ciclo del cultivo, lo que lo
hace un nematodo que provoca graves dafos. La hembra al alimentarse induce
deformaciones tipicas en la raiz llamadas agallas o n6dulos debido a la modificacion y
crecimiento anormal de las células radicales (células gigantes), provocando diferentes
grados de retraso en el crecimiento, perdida del vigor de la planta, ademas el tejido

infectado es mas susceptible de infeccién por otros patdgenos (Perry et al. 2009).

2.2.1. Clasificacion taxondmica de Meloidogyne spp.
Agrios (2005), clasifica a Meloidogyne spp. de la siguiente manera:

Phylum: NEMATODA

Orden: Tylenchida

Suborden: Tylenchina

Superfamilia: Tylenchoidea

Familia: Heteroderidae

Género: Meloidogyne

Especies: M. incognita, M. arenaria, M. hapla, M. javanica, M. exigua, M.

bravicauda, M. inornata, M. acronea y otras especies.

2.2.2. Caracteristicas morfolégicas de Meloidogyne spp.
Las hembras adultas del género Meloidogyne son de formas redondeadas a piriformes,

blancas, sedentarias, con un cuello corto que se proyecta, no tiene fase de quiste, el



extremo posterior la vulva y el ano estan proximos, rodeados de un patron cuticular
caracteristico “patrén perineal”’, que presenta diferencias en las distintas especies, los
fasmidios se abren con forma de poro a cada lado del ano levemente elevados, la
cuticula es gruesa y estriada, el estilete es delgado entre 12-15 ym. con ndédulos
basales pequefios, el poro excretor esta por delante del bulbo medio con frecuencia
cercano a la base del estilete, los ovarios son dos, prodélficos, convolutos, y las
glandulas rectales son seis de tamafio grande y segregan una sustancia gelatinosa en
la cual se depositan los huevos que no son retenidos dentro del cuerpo de la hembra
Williamson y Gleason (2003) citado por Marin (2012).

El macho es vermiforme de hasta 2 mm de longitud con el extremo de la region posterior
curvado, la cuticula es fuertemente estriada con campos laterales con cuatro estrias
longitudinales, la region labial es redondeada, poco prominente con un disco labial
marcado y pocas estrias de una a tres, los sectores laterales son mas anchos que los
submedianos asemejandose a “mejillas”, el estilete es robusto de 18-25 um. con
nddulos basales grandes, las glandulas esofagicas estan situadas principalmente en
posicion ventral, las espiculas son delgadas generalmente entre 25-33 ym de longitud
con el gubernaculo entre 7-11 um de longitud, tiene un testiculo o dos si hubo un
desarrollo sexual revertido, la region posterior es redondeada con fasmidios como poros
cerca de la abertura cloacal que es subterminal y no presentan bursa Williamson y
Gleason (2003), citado por Marin (2012).

Los juveniles tienen diferente aspecto segun el estadio. El J; tiene el término de la
region posterior roma, realizando la muda dentro del huevo, la segunday tercera muda
se realiza dentro de la cuticula del Jz. El J2 es vermiforme, posee capacidad migratoria,
siendo el estado infectivo, el cuerpo es recto a arqueado en reposo, midiendo por lo
general menos de 0,6 mm de longitud; la region anterior es generalmente redondeada
con uno a cuatro estrias gruesas, un disco labial diferenciado y una estructura
levemente esclerotizada; los sectores laterales son mas anchos que los submedianos;
el estilete es delgado de menos de 20 um de longitud; el poro excretor esta por detras
del hemizonido; la region posterior tiene una porcidn hialina claramente visible, con la
punta angosta e irregular en el contorno. El J; es sedentario, hinchado y una regién
posterior corta y roma. El J4 también es sedentario e hinchado, con el ano terminal

Williamson y Gleason (2003), citado por Marin (2012).
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2.2.3. Ciclo bioldgico y patologico

Nematode
Root system of

. - e ; W% / invading
g 3 X . wealthy plant Y l . - o | root
-~ ¢ P 2 - c G
ﬂ\dul!s A ¢\ Y / ~ cortex
4 N 7N tt \
I 4 \ \ A / " Nematode penetrates
f A \ 5 root directly
' . \ \ \
4 N | \ 2
.| /' w2 Juveniles and adults \ Some nematodes - Invaded |
|\ [athmolt A A attack roots leave the lesion 3 tissues (
\/ _ - /T ¥ ¢ and attack other l turn
J S - brown
IV Stage / A root
Juvenile " 3,4 molt 1 ARaduced roa V
s 2 % ‘/_ educed root . Y
7 | V. ) _ system and lesions N\ P >
/‘ |\ / ',"\ . 3_ v on roots of G )
/ \ ) _,—'} » Infected plant
I Stage 2nd molt / s S i
juvenile A y =y ™ Nematodes raproduce
- ) & —y &/, ;'V i ’
y \ 7 i8-8 N . and migrate within 4
/ d f ( \ . the root ’
14 (4N / J :
1 Stage n \ 3
k f A Nematodes leave ’

|uven|lo y-

. | decaying roots N
| tmaolt | and attack new roots )
Young roots may be | Andattack new roots /
u Stage girdled and their 2 1
Juvenile distal portions killed |
- > > Invaded cortical

I Stage juvenile

4 tissues collapse
( - and break down
Eggs au_ Iurl or %

released in soll

Figura 1. Ciclo de la enfermedad de la agalla de la raiz causada por nematodos del

género Meloidogyne javanica.

El ciclo biologico de los nematodos del genero Meloidogyne comienza en el huevo,
donde aparece la primera de las cuatro fases juveniles (J1). Dentro del huevo tiene lugar
la primera muda, emergiendo como segundo estadio juvenil (J2), el cual posee
capacidad migratoria y puede penetrar en los tejidos de la planta (fase infectiva). El
estadio J; tiene energia suficiente para permanecer al menos un mes en la busqueda y
penetracion de la raiz, estableciendo un sitio de alimentacion. Al penetrar en la raiz se
mueve intercelularmente, ingresando a la altura de la base del cilindro vascular y
migrando hacia arriba. En la zona de diferenciacion de la misma se vuelve sedentario y
establece un punto de alimentacion permanente. Este punto de alimentacion se forma
en respuesta a las secreciones que el nematodo inyecta a las células del hospedante,
las cuales inducen varias divisiones nucleares sin citoquinesis, dando lugar a células
grandes, multinucleadas, llamadas “células gigantes” Williamson y Gleason (2003),
citado por Marin (2012).

Las células de la planta alrededor del lugar de alimentacion se dividen e hinchan, lo
cual se manifiesta externamente como nddulos “agallas”. El nematodo ingiere el
citoplasma de las células gigantes derivadas de la planta a través de sus estiletes, ya

que estas células gigantes funcionan como fosas metabdlicas que canalizan los
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recursos de la planta hacia el nematodo parasito. Luego pasa por las dos fases juveniles
restantes (Js y J4) hasta convertirse en adulto. Tanto el estadio J> como el adulto poseen
un estilete, mientras que los estadios Jz y J4 pueden carecer de Williamson y Gleason
(2003) citado por Marin (2012).

2.2.4. Distribucion y diseminacién

El nematodo agallador esta distribuido en todo el mundo, aunque ocurre con mayor
frecuencia y abundancia en regiones con clima calido y torrido e inviernos cortos y
moderados. Sus requerimientos climaticos pueden ser agrupados en dos grupos:
termofilos y cridfilos dependiendo de su capacidad para sobrevivir y desarrollarse,
considerando su temperatura basal de 10°C y a partir de la cual pueden completar su
ciclo bioldgico, Meloidogyne hapla es criéfila y tiene la capacidad de sobrevivir a
temperaturas por debajo a los 10°C, a diferencia de M. arenaria y M. javanica que son
termdfilas y no sobreviven a temperaturas por debajo de los 10°C ademas de ser
especies cuya eclosion es determinada principalmente por la temperatura (Curtis et al.
2009).

2.2.5. Sintomas y rango de hospedero

El sintoma mas visible y de diagndstico del nédulo de la raiz es la formacién de agallas
en las raices secundarias que da nombre a la enfermedad. Masas de huevos de
aproximadamente 0,5 a 1 mm de diametro se encuentran en la superficie de las raices
con agallas, cuando se corta las agallas abiertas y maduras, las hembras aparecen
como perlas blancas que a menudo son visibles en el tejido de la raiz. Las raices
infectadas son generalmente cortas y tienen pocas raices laterales y pelos radicales
(Ciancio, 2007).

Las larvas juveniles de segundo instar (J2) inducen una serie de cambios en los tejidos
radicales, como aumento en el tamafio de las células hipertrofia que se encuentran
cerca de la cabeza del nematodo y la sobre multiplicacion celular hiperplasia, que da
origen a las agallas (Catrrillo, 2013).

Por ser cosmopolita Meloidogyne spp parasita raices de tomate Solanum lycopersicum
L, tomate de arbol Solanum betacea Sendt, fréjol Phaseolus vulgaris L, col Brassica
oleracea L, papaya Carica papaya, pimiento Capsicum annuum L., arveja Pisum

sativum, haba Vicia faba L, tabaco Nicotiana tabacum L, babaco Vasconcellea
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heilbornii, banano Musa sp., alfalfa Medicago sativa L, guandul Cajanus cajan, maiz
Zea mays L, mani Arachis hipogea L, rosas de invernadero, varias clase de flores de

verano, naranjilla Solanum quitoense Lam y muchas malezas (Carrillo, 2013).

2.2.6. Caracteristicas de Meloidogyne javanica

Descripcion: Presenta 4 estadios
larvales o juveniles; el estadio J; lo
cumple dentro del huevo, el estadio Jz»
es el infectivo, que es el que esta libre

en el suelo; a partir de ese estadio la

hembra comienza la fase de dimorfismo

y se fija a la raiz de la planta. El ciclo de

vida se completa entre 25 y 60 dias en
funcién de la temperatura del suelo. El estado de resistencia lo constituye el huevo y
las larvas del segundo estadio (SENASA, 2010).

Dafios y sintomas provocados en el hospedero: Los dafios son producidos en la
raiz donde forma agallas, debido a una hipertrofia e hiperplasia de los tejidos
provocados por la presencia de las hembras, y una posterior necrosis, lo cual impide
una normal absorcién del agua y nutrientes por parte de la planta. Las heridas son via
de entrada de otros microorganismos (virus, bacterias, hongos). Todo esto conduce a
una gran disminucioén del vigor de la planta y rendimiento del cultivo. Los sintomas més
comunes que pueden verse en la parte aérea de los huéspedes son: clorosis,
debilitamiento, enanismo, raquitismo, marchitamiento. Comienzan generalmente en

plantas jovenes y raices tiernas (SENASA, 2010).

Condiciones favorables para el desarrollo de M. javanica.
Las temperaturas de 25 a 30°C son ideales para el crecimiento y desarrollo de este
nematodo.Temperaturas inferiores a 15°C o superiores a 33°C interrumpen el desarrollo

de las hembras que no llegan a completar la madurez (SENASA, 2010).



2.2.7. Técnicas de identificacion de especies de Meloidogyne.

2.2.7.1. Cortes perineales

El estudio del patron perineal proveer4 una confirmacion adicional sobre la
identificacion de las especies mas comunes de Meloidogyne. Muchos investigadores

montan de 4 a 10 patrones perineales en un portaobjeto.

Las raices infectadas son colocadas en una solucién al 0,9% de cloruro de sodio y las

hembras son extraidas de las raices bajo un microscopio de diseccion.

Las hembras son transferidas a una placa de plastico o un pedazo de plastico en una
placa Petri de vidrio con Acido lactico al 45% y la parte posterior es cortada con un

bisturi de oculista o una aguja muy afilada.

Los tejidos del cuerpo son suavemente removidos con una pestafia o fibra flexible.

El patrén perineal es recortado y transferido a glicerina en un portaobjeto. Se coloca un

cubre objeto y se sella con cera u otro sellador de cubreobjetos.

Los patrones perineales son formados por la expansion y alteracion del cuerpo de las
larvas y retienen las lineas laterales, la punta de la cola, y los fasmidios. Las lineas
laterales se dirigen a la punta de la cola, M. javanica tiene las lineas caracteristicas de
esta especie. Las lineas laterales son mas o menos visibles en otras especies, como

una serie de interrupciones o irregularidades en las estrias Taylor y Sasser (1983).

2.2.7.2. Morfologia de cabezas de machos

- Morfologia de cabeza de Meloidogyne javanica.

Disco labial grande y liso, esta fusionado con los discos medios, la cubierta cefalica es
alta y casi tan ancha como la region cefalica. En esta especie es particular que la region
cefélica no es anillada sin embargo algunas veces se puede observar dos a tres anillos
Zuckerman et al. (1987); Eisenback et al. (1980).



Estilete: El cono del estilete de los machos es angosto en su parte anterior y muy ancho
en el extremo opuesto. El eje es cilindrico; con frecuencia angostandose en su union
con los nddulos basales. Los nodulos basales, bajos y anchos son distinguibles del eje
Zuckerman et al. (1987); Eisenback et al. (1980).

- Morfologia de cabeza de Meloidogyne arenaria.

Cubierta cefalica baja y en declive hacia atras; constituye una estructura lisa y continua
que es casi tan ancha como la region cefalica es por lo general lisa y rara vez con uno

o dos anillos incompletos Zuckerman et al. (1987); Eisenback et al. (1980).

Estilete: Cono del estilete puntiagudo y la abertura del lumen se distinguen por la
presencia de una pequefa protuberancia en el lado ventral. La parte posterior del cono
es muy amplia que la region anterior del eje. Por lo general, el eje es cilindrico aunque
en ocasiones su didmetro puede ser ligeramente mas grande en la parte media. Los
nddulos son grandes y emergen gradualmente del estilete, poseen dientes en su regién

anterior.
2.2.7.3. Medida de larvas Ja.

Para una medicion exacta, la longitud de la larva es medida a lo largo de la linea central
del cuerpo, por medio de una camara lucida. Muchas larvas fijadas permanecen en una
curva equivalente a un sexto de un circulo. La longitud verdadera de esas larvas es
aproximadamente la distancia en linea recta que existe de la cabeza a la punta de la
cola mas un 5%. La linea recta puede ser medida por medio de un micrémetro ocular,
y es suficientemente precisa para separar las larvas de M. arenaria (longitud promedio
0,47C mm) de las larvas de M. incognita (0,376 mm) y de las de M. javanica (0,370
mm). Las larvas de M. hapla (0,430 mm) pueden ser separadas de las larvas mas largas
de M. arenaria y de las larvas mas cortas de M. incognita y M. javanica Taylor y Sasser
(1983).

2.2.8. Técnica para aislamiento de larvas J2

Las raices infectadas son lavadas y cortadas en pedazos de aproximadamente 5 mm
de largo. Una porcion de 5 gramos se coloca en una licuadora (homogenizador,
mezclador) con 500 mL de agua. La licuadora se corre a baja velocidad por 15

segundos. La suspension resultante es pasada a través de un tamiz grueso (aberturas
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de 1 mm) y de uno fino (aberturas de 0,010 a 0,030 mm), y luego se lava profusamente
Taylor y Sasser (1983).

2.2.9. Técnica para aislamiento de huevos

Agitar en agua las raices con las masas de huevos expuestas, y batir con una brocha

0 un pincel para separar las masas de huevos Taylor y Sasser (1983).

2.3. METODOS DE CONTROL DEL NEMATODO AGALLADOR

Varios autores mencionan diferentes técnicas de control de Meloidogyne spp., entre los
que se encuentran como primera alternativa el control quimico, que resulta muy caro
debido a las grandes extensiones de tierra que hay que tratar y que ademas todo esto
depende de la toxicidad del producto a utilizar, otra de las alternativas utilizadas es el
control cultural con cultivos trampa, rotacion de cultivos, manejo de barbechos y cultivos

resistentes al ataque (Barres et al. 2009).

2.3.1. Control fisico

Consiste en la utilizacién de agentes fisicos como la solarizacion, que es un proceso
hidrotérmico que permite la desinfeccion de los sustratos utilizando el calor del sol, para
esto se recomienda hacer eras de 20 cm de alto con sustrato completamente himedo,
los periodos de solarizacion son de 30 a 40 dias dependiendo del clima (Lozano et al.
2007).

2.3.2. Control cultural

Se basa en la buenas practicas agronémicas como son: la rotacion de cultivos, cultivos
en asocio con plantas repelentes, barbecho, siembra de cultivos trampa, utilizacion de
plantas injertadas en patron de Solanum arboreum, S. hirtum y S. torvum, que
presentan resistencia a Meloidogyne spp., ademas del hibrido Selva que presenta

resistencia a los nematodos de este género.

Utilizacion de cultivos trampa como Crotolaria, sembrandola antes del inicio del cultivo,
pues esta técnica elimina una gran cantidad de larvas infectivas, desinfectar el suelo
con agua hirviendo, en cantidad de cuatro litros por metro cuadrado, ademas el control

de arvenses susceptibles al ataque de nematodos (Lozano et al. 2007).
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2.3.3. Control quimico

En los ultimos afios el control quimico de nematodos del suelo se realiza con Terbak 10
G, Nematon EC, NEEM - X, Furadan, Azidarachtina, Oxamil y para desinfectar el
sustrato y los germinadores con productos nematicidas que contiene Dasomet, en dosis
de 40 a 60 gramos por metro cuadrado, dejando tapado durante 15 dias y luego dejar
airear durante el mismo tiempo. En suelos cuyo contenido de materia organica sea
menor del 3%, puede aplicar nematicidas con base en carbofuram, en dosis de 50
gramos por planta, o con base en Ethoprofos, en dosis de 20 gramos por planta, en el

momento del trasplante y luego cada 3 meses (Lozano et al. 2007).

2.3.4. Control bioldgico

Consiste en la utilizacion de microorganismos naturales o modificados, para reducir los
efectos de organismos patégenos, favoreciendo al mismo tiempo el desarrollo de los
organismos Utiles para el hombre, plantas y microorganismos beneficiosos. Para lograr
el control biolégico se pueden seguir tres vias: exploracién en el propio medio de los
agentes de biocontrol, introduccion o liberacion masiva de agentes de control y
manipulacién del ambiente para favorecer el desarrollo de los antagonistas naturales

presentes en el mismo.

En la actualidad se admite la definicion de control biolégico como "el control biolégico
es la reduccién de la intensidad o las actividades productoras de enfermedades de un
patdégeno o pardsito, en su estado activo de resistencia o reposo, lograda de manera
natural o a través de la manipulacion del ambiente, del hospedador o de antagonistas
del patégeno o plaga que se quiere controlar". Se trata de una definicion muy amplia en
cuanto al tipo de control fuera del quimico y hace referencia a la utilizacion de
microorganismos antagonistas para el control de enfermedades, entendiéndose por
antagonistas, aquellos organismos que interfieren en la supervivencia o desarrollo de

los patdgenos.

2.4. CONTROL BIOLOGICO DE Meloidogyne spp MEDIANTE HONGOS
NEMATOFAGOS

2.4.1. Pochonia chlamydosporia.
El hongo nematéfago Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y Gams (ex Verticillium

chlamydosporium Goddard), es un parasito facultativo de huevos de nematodos
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formadores de quistes y agallas, presentes comiunmente de forma natural como
saprofitico en una gran diversidad de suelos y agro-ecosistemas de todo el mundo
(Gams y Zare, 2001). Entre las especies mas estudiadas por sus potencialidades como
Agente controlador bioldgico ACB se sefiala P. chlamydosporia, con sus variedades
chlamydosporia y catenulata.

2.4.1.1. Clasificacion taxonomica de Pochonia chlamydosporia

Gams y Zare (2001) informan la siguiente posicion sistematica:

Reino: Fungi

Phylum: Deuteromycota
Clase: Hyphomydetes
Género: Pochonia
Especie: Chlamydosporia

2.4.1.2. Caracteristicas morfoldgicas.

Para este género y las especies incluidas, Gams y Zare (2001), informaron las
siguientes caracteristicas: Colonias con crecimiento de 15-40 mm de diametro de la
colonia a los diez dias en extracto de malta. Conidiéforos usualmente postrados y
pequefas hifas diferenciadas, algunas veces erectas, fialides verticiladas o solitarias y
conidios de forma subglobosa, elipsoidal y bacilar. Producen dictioclamidosporas sobre
la superficie de la colonia o sumergidas en el agar, cristales ausentes. Goddard (1913),
sefialé como caracteristica mas distintiva de la especie chlamydosporia la formacion de
clamidosporas, las cuales son mas abundantes en el micelio viejo, que se torna a una
coloracibn crema a ocracea, mientras que el estado verticilado ocurre mas

abundantemente sobre micelio joven cerca del margen de la colonia.

La descripcion dada por Gams y Bissett (1988) sefala que las colonias sobre agar-
malta son de color blanco a crema, u ocraceo palido dada la presencia de
clamidosporas, con micelio usualmente fino y fidlides emergiendo simples o en racimos
de dos a tres, a partir de hifas postradas. También se presentan en racimos terminales
de cuatro o cinco. Los conidios son subglobosos a ovoides o elipsoidales, midiendo 3 -
4,5 x 1,5 - 2,2 ym. Las clamidosporas, de 20 — 25 ym de diametro, se producen
abundantes sobre un peddnculo en el micelio aéreo. Para el caso de la variedad

catenulata, las colonias son similares, mientras que los conidios son subglobosos,
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midiendo 2 - 3,5 x 1,7 - 2,5 ym, con su base, y en ocasiones el extremo, ligeramente

puntiagudo, dispuestos en cadenas.

2.4.1.3. Modo de accion Pochonia spp sobre huevos de Meloidogyne spp. vy
proliferacion.
En observaciones realizadas por Seger et al. (1996), sobre el proceso de infeccion de
los huevos de Meloidogyne spp., demostraron que P. chlamydosporia forma una red de
micelio en estrecho contacto con las masas gelatinosas (ootecas), produciéndose la
penetracion de los huevos a través de apresorios desarrollados al final de largas hifas
o ramas laterales, donde se desarrollan tubos de penetracion extremadamente finos y
cortos, los que, inmediatamente después que penetran la cuticula de los huevos, se

ensanchan.

Lopez-Llorca (1992), observaron que P. chlamydosporia parasita huevos de nematodos
formadores de agallas y quistes, formando apresorios que se adhieren a la cubierta del
huevo. La forma y niumero de apresorios y la extensién de su crecimiento sobre la
superficie del huevo estan determinados por el nematodo hospedante. Luego se
produce la penetracion de la cubierta del huevo y la digestion del contenido del mismo
(Jansson y Lopez-Llorca, 2004).

La penetracién de la cuticula de los huevos de Meloidogyne spp., por P. chlamydosporia
es producto de la accion conjunta de la presion fisica y la actividad enzimatica de tipo
hidrolitica especifica, correspondiente a enzimas como esterasas, proteasas de tipo
serina, quitinasas y lipasas; que tienen un papel importante en la degradacion de cada
una de las laminas que conforman la estructura y composicion quimica de la capa
externa de los huevos (Morton y Col, 2003; Peteira, 2004). Ademas que P.
chlamydosporia tiene la accion de producir metabolitos que frenan la accion de la

eclosion de los huevos de nematodos.

Todos los estados de P. chlamydosporia ocurren en el suelo, las clamidosporas le
permiten al hongo sobrevivir cuando el hospedante es escaso, hasta tres meses,
mientras que la dispersion en el suelo producto del crecimiento de las hifas es muy
limitada. No obstante, el hongo puede colonizar la rizosfera y proliferar en el suelo

(Bourne y col., 1995), siendo mas abundante en los organicos que en suelos minerales
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con temperatura de 22 °C (6ptima para la espoluracion in vitro), mientras que, después
de una generacion, la colonizacion de la rizosfera es mejor a temperaturas de 20 °C, 25
°Cy 30 °C.

2.4.2. Purpureocillium (Paecilomyces spp)

El género Purpureocillium presenta conidiéforos ramificados, agrupados o irregulares,
estos se encuentran en forma de cadena. Tiene un crecimiento rapido de sus hifas. Las
colonias se desarrollan de 5 a 7 cm en 14 dias a una temperatura de 25°C presentado
un color lila. El rango 6ptimo de temperatura para su desarrollo va de los 26 a 30°C y
un pH de 2 a 10 (Acosta, 2006).

2.4.2.1. Clasificacion taxondmica de Purpureocillium spp

Samson (1974), clasifica a Purpureocillium de la siguiente forma.

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Género: Purpureocillium
Especie: variotii, lilacinus.

2.4.2.2. Caracteristicas morfoldgicas del genero Purpureocilliums pp.

El género Purpureocillium presenta hifas hialinas amarillentas septadas o sin septos,
de paredes delgadas. La mayoria presenta ramificaciones verticiladas o irregularmente
ramificadas, llevan en su parte terminal en cada rama grupos de fialides, las cuales
también pueden ser solitarias. Las fialides constan de una porcion basal cilindrica o
hinchada, adelgazandose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio.
Los conidiéforos llevan cadenas de conidios; estos son hialinos unicelulares y de forma
ovoide. (Bustillo, 2001).

Colonias en agar Czapek de crecimiento lento y limitado, alcanza un diametro de 2.05,
25 a 3 cm en 7 dias a 25°C, con borde irregular. Colonias redondas blancas,
algodonosas, con centro en relieve o colonias de superficie vellosa, aterciopeladas, con
colores verdes (gris verdoso, verde claro, y verde oscuro) y lilas o purpura, el reverso

de la colonia puede ser incoloro con matices de color amarillo, no presenta exudacion,
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también pueden presentar algunas especies exudaciones de color amarillo brillante,
pueden presentar conidioforos tabicados de paredes lisas y ramificados en sus
extremos triverticilado o cuatriverticilado, con métula usualmete cortas (6-8.0 x 2.5-3.0
um) y fialides con el apice puntiagudo de 5.0-6.0 x 2.0 um, de donde nacen los conidios
lisos o equinulados, elipsoidales de 2.5-3.5 um, formando cadenas, sin ramificar, con

aspecto caracteristico de pincel.

También se pueden encontrar dependiendo de la especie conidiéforos de paredes
rugosas, hialinas que se dividen en dos ramas de las cuales se ven apresadas contra
el eje y luego son levemente divergentes, producen cadenas cortas de conidios
elipticos, 3.5-3.0 um, con los extremos puntiagudos, de paredes lisas. Presenta fialides
en grupos de 2 a 3, notablemente diferentes, 10-15 x 3.5-4.0 um con apices

relativamente largos y angostos (Arias y Pifieros, 2008).

2.4.2.3. Modo de accidn de Purpureocillium lilacinus.

Mukhtar et al. (2013) indican que las hifas de P. lilacinus penetran facilmente la cascara
de los huevos de M. arenaria, los cuales una vez invadidos se hinchan como resultado
de la alteracion de permeabilidad de la pared y sufren una serie de cambios
estructurales. Por su parte Brand et al (2004), sefialan que la capa vitelina se divide en
tres membranas separadas, la capa de quitina se torna vacuolada y la capa lipidica
desaparece, provocando la destruccion del embrién. En la mayoria de los casos el
hongo no solo ataca las masas de huevos, sino también penetra en el cuerpo de las

hembras adultas oviponentes y las destruye.

Kiewnick y Sikora (2005) indican que este hongo presenta varios mecanismos de
accion, pero el principal est4 asociado al ataque en etapas sedentarias, en particular a
los huevos de nematodos enquistados o sedentarios, produciendo leucinotoxinas,
quitinasas, proteasas y acido acético, compuestos directamente relacionados con el
proceso de infeccion; se ha demostrado que P. lilacinus penetra directamente todos los
estados del nematodo luego de la formacion del apresorio. Después de la adhesion P.
lilacinus forma un apresorio para adherirse a la superficie de acogida y lograr la
penetracion. Esta estructura libera enzimas, secretadas para degradar los sustratos
adyacentes con lo que establece un punto de infeccidn mucho mas estrecho y asi lograr

la penetracion del huésped (Gunasekera et al. 2002).
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2.4.3. Fusarium spp.

Los hongos del género Fusarium tienen una amplia distribucion en el mundo y una gran
importancia desde el punto de vista agricola y econdmico. Su ocurrencia es cosmopolita
y las diversas especies son comunes en el suelo, en el aire y en el agua. Muchas
especies del género Fusarium tienen una gran capacidad de ocasionar enfermedades
en distintos tipos de plantas cultivadas.

Algunas especies del género Fusarium son benéficas en la agricultura y se han utilizado
en el control biolégico de ciertas enfermedades causadas por especies patogeénicas,
principalmente de aquellas pertenecientes a la especie Fusarium oxysporum Yy
nematodos. Algunas especies se han utilizado como micoherbicidas, por su potencial
para destruir algunas malezas (Gomez, 2008). En el género Fusarium se han
reconocido entre nueve y 78 especies, dependiendo del sistema taxonémico utilizado,
el cual se basa principalmente en las caracteristicas culturales de las colonias y de las
esporas del hongo. La clasificacion taxondmica del género es bastante controvertida
segun diversos taxdnomos. Snyder y Hansen y Messian y Cassini reconocen nueve
especies, Gordon considera 26 especies, Booth 44 especies, Wollenweber y Reinking
65 especies y Gerlach reconoce 78 especies (Gomez, 2008).

2.4.3.1. Clasificacion taxonémica de Fusarium spp
El género Fusarium spp. Taxondmicamente, se clasifica de la siguiente manera
(Messiaen, 1989citado por Gémez, 2008).

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Fusarium

Especies: F. oxisporum, F. acuminatum, F. avenacearum, F. foetens, F. fujikuroi, F.
graminearum, F. guttiforme, F. lactis, F. lateritium, F. begomidae, F. circinatum, F.
culmorum, F. denticulatum, F. equiseti, F. mangifera, F. musarum, F. napiforme, F.

nygamai, F. poae, F. proliferatum, F. solani, F. subglutinans, F. udum, F. verticillioides.
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2.4.3.2.  Caracteristicas morfologicas del género Fusarium

La clasificacion morfolégica en el género Fusarium se basa en las caracteristicas macro
y microscopicas del cultivo. El tipo de micelio aéreo, pigmentacion y tasa de crecimiento
de la colonia, asi como la ausencia o presencia de esporodoquios, esclerocios o
estroma en diferentes medios son caracteristicas basicas de identificacion. El color que
desarrollan depende de la especie, y puede ser blanco, crema, rojo, purpura, etc. El
micelio aéreo suele ser abundante. El medio de cultivo agar papa glucosado (APG) es

el mas utilizado en la observacion de estas caracteristicas.

Las especies del género pueden producir tres tipos de esporas asexuales llamadas
macroconidios, microconidios y clamidosporas. El macroconidio es la espora principal
en la caracterizaciéon, su forma y tamafio varian segun la especie. Los macroconidios
pueden originarse a partir de estructuras especializadas, los esporodoquios, como asi
también en monofialides, polifialides o directamente a partir del micelio aéreo. La
presencia de una célula basal en forma de pie se considera caracteristica de Fusarium
spp. El microconidio es un caracter taxonémico primario y se considera su presencia o
ausencia. Si estad presente las caracteristicas consideradas son forma, modo de
formacion, si estan solos, en falsas cabezas, cabezas o cadenas. Pueden formarse en

el micelio aéreo a partir de mono o polifidlides pero no en esporodoquios.

La identificacion requiere de una cuidadosa observacion y un grado de conocimiento de
taxonomia para distinguir los patégenos a nivel de especie y un creciente interés en la
obtencion de métodos mas sensibles para la identificacion de especies de Fusarium en
el material vegetal infectado, incluyendo las técnicas que implican el diagnostico
molecular (INTA, 2007).

2.4.3.3.  Modo de accion de Fusarium spp.

Se ha demostrado que las cepas no patogénicas de Fusarium spp., tienen tres modos
de accidn; competencia por nutrientes en la rizésfera, competencia por la infeccién de
sitios en la rizésfera y la induccion de resistencia, estas cepas no patogénicas han sido
ampliamente documentadas como antagonistas de los nematodos fitoparasitos, lo cual
llevan a cabo a través de metabolitos producidos por esta especie que provocan la
muerte de los nematodos en diversos cultivos (Morales 2014). Chaves (2007), encontré

cepas no patogénicas de F. oxysporum como endofiticos naturales y han sido
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detectados en el sistema radical de diferentes cultivares en varios paises, algunas de
ellas ya han demostrado su habilidad de afectar positivamente la salud y productividad

de las plantas.

2.5.3. Trichoderma spp.

Es un género de hongos que se encuentran en los suelos de todas las zonas climaticas
del mundo y son importantes descomponedores de materiales lefiosos y herbaceos. Es
un hongo invasor oportunista, que se caracteriza por su rapido crecimiento, por la
capacidad de asimilar una amplia gama de sustratos y por la produccién de una
variedad de compuestos antimicrobianos. Algunas cepas han sido explotadas como
ACB de patégenos, incluyendo hongos y nematodos, mediado por la producciéon de
enzimas de degradacion de la pared celular, como: celulasas, quitinasas, glucanasas,
entre otras, y la producciébn de antibidticos. También, han sido usadas en
biorremediacion, por su capacidad de degradar hidrocarburos, compuestos
clorofendlicos, polisacaridos y los plaguicidas, utilizados en la agricultura (Vinale et al.
2006). La rapida velocidad de crecimiento, esporulacion abundante y rango amplio de
sustratos sobre los que puede crecer, hace que sea muy eficiente como saprofito y
cuando se usa como agente biologico (Martinez et al. 2007).

Igualmente, se considera estimulador del crecimiento vegetal (Leandro et al. 2007) e
inductor de resistencia sistémica, debido a que modula o estimula algunas respuestas

en la planta (Howell, 2006).

2.5.3.2. Clasificacion taxondmica de Trichoderma.
Segun Samuels (2005) el género Trichoderma spp, se clasifica de la siguiente manera:

Reino: Mycetae

Divisién: Eumycota

Subdivision: Ascomycotina

Clase: Euascomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocraceae

Género: Trichoderma e Hypocrea

Especies:T. aggressivum, H. andinensis, T. arundinaceum, T. asperellum, T. atroviride,

T. aureoviride, T.brevicompactum, H. ceramica, T. citrinoviride, T. citrinoviridex, T.
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crassum, H. cremea, H. cuneispora, T. erinaceum, H. estonica, T. fasciculatum, T.
fertile, T. gamsii, T. ghanense, T. hamatum, T. harzianum. T. koningii, T. koningiopsis,
T. longibrachiatum, T. minutisporum, T. asperellum, H. neorufa, H. nigrovirens, T.
oblongisporum, T. ovalisporum, H. patella, T. pleuroticola, T. polysporum, T.
pseudokoningii, T. pubescens, T. reesei, T. saturnisporum, H. semiorbis, T. spirale, H.
stilbohypoxyli, T. strictipile, T. strigosum, T. stromaticum, H. surrotunda, T. tomentosum,

T. virens, T. viride, T. viridescens (Samuels et al. 2010).

2.5.3.3.  Caracteristicas morfologicas del genero Trichoderma spp.

Las caracteristicas de la colonia pueden ser distintas y propias de una determinada
especie. Sin embargo, la apariencia de la colonia es dificil de describir de manera
precisa y forma parte fundamental para la identificaciéon. Generalmente son de colores
verdes, amarillos o blancos. Algunas especies tienen la capacidad de producir
pigmentos que tifien el medio, pudiéndose observar en la parte interna del agar,
especialmente si es PDA (Samuels et al. 2010).

2.5.3.4. Condiciones favorables para Trichoderma spp.

Trichoderma es un hongo anaerobio facultativo que se encuentra en suelos agricolas y
otro tipo de medios. Se puede desarrollarse en suelos con alto contenido de materia
organica, restos de cosecha, sobre madera, donde exista abundante presencia de
raices o en sitios con predominio de hongos fitopatégenos, pudiéndose adaptar

satisfactoriamente a condiciones climéticas extremas (Gams y Bissett, 1998).

El espectro de luz influye en el desarrollo de Trichoderma, fundamentalmente sobre la
esporulacion. Las colonias del hongo que se desarrollan bajo condiciones de luz alterna,
son blancas y algodonosas al inicio y después tonadas concéntricas, alternando una
banda delgada hialina con otra ancha de color verde oscuro, mientras que bajo luz
continua son uniformes de color verde oscuro. La luz influye ademas, en la produccion

de metabolitos secundarios (Rodriguez et al. 2013)

Es importante para que el hongo se desarrolle mas rapido, un suelo posea un pH que
oscile entre 5.0 a 6,5, es decir, que puede adaptarse a suelos mas o menos acidos, y
que tenga la capacidad de tolerar a los quimicos o al calor que se puede aplicar al suelo,

para garantizar su sobrevivencia. El desarrollo de Trichoderma se activa con la
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presencia de la humedad, con 6ptimo de 60% de la capacidad de retencion de humedad
del suelo. A porcentajes mayores de saturacion, la colonizacion y sobrevivencia

disminuyen por baja disponibilidad de oxigeno (Rodriguez et al. 2013).

Trichoderma puede estar influenciado por la temperatura del suelo en términos de su
distribucion mundial. T. harzianum generalmente es aislado de suelos célidos mientras
que T. polysporumy T. viride se encuentran mayoritariamente en regiones temperadas-
frias y T. hamatum y T. koningii estan ampliamente distribuidas en areas que poseen
una diversidad climatica. El rango de temperaturas en las que pueden crecer es
bastante amplio; puede ser tan bajo como 0°C en el caso de T. polysporum y tan alto
como 40°C para T. koningii. Ademas de afectar el crecimiento de Trichoderma spp., la
temperatura puede afectar también su actividad metabdlica como la produccién de

antibidticos volatiles y enzimas (Bourguignon, 2008).

Esta capacidad de adaptacion a diversas condiciones medioambientales y sustratos
confiere a Trichoderma spp. la posibilidad de ser utilizado en diferentes suelos, cultivos,

climas y procesos tecnoldgicos (Paez et al. 2007).

2.5.35. Mecanismos de parasitismo de Trichoderma sobre nematodos
fitopatogenos.
Los mecanismos de accion de los agentes del género Trichoderma son utilizados para
el control de un amplio nimero de patégenos del suelo, dada su versatilidad,
adaptabilidad y facil manipulacion. Se conoce varios mecanismos de parasitismo sobre
nematodos segun las especies de Trichoderma. Por ejemplo, la efectividad de
Trichoderma harzianum en la disminucion de los dafios y control de poblaciones de
Meloidogyne spp, puede afectar a los nematodos formadores de agallas de dos modos:
parasitismo directo en juveniles de segundo estado y parasitismo en huevos, por accion

de metabolitos tdéxicos que produce.

Las especies nematéfagas de Trichoderma, poseen la capacidad de envolver al
nematodo en micelio, y produce metabolitos que actian como nematicidas, tales como
trichodermin, suzukacilina, alameticina, dermadina, entre otros (Rey et al. 2000; Howel,
2003; Pocasangre et al. 2004). Los mecanismos de accién de biocontrol y la reaccion

con el patégeno son muchos y complejos. Son influenciados por el tipo de suelo,
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temperatura, pH y humedad de la planta y el ambiente del suelo, ademas por la
presencia de otros microorganismos. Se conocen cuatro principales mecanismos de
control biolégico: antibiosis, competencia, parasitismo o lisis, resistencia inducida
(Kaewchai et al. 2009).

Antibiosis, consiste en la produccion y liberacion de sustancias quimicas como
metabolitos especificos y no especificos o antibibticos, ejerciendo un efecto adverso
(inhibicién o destruccion) sobre otros microorganismos. Los antibidticos tienen efecto
sinergético cuando se combinan con varias enzimas degradativas de la pared celular
produciendo una fuerte inhibicion de muchos fitopatdogenos, Kaewchai et al. (2009).
Trichoderma spp. produce sustancias como: 6-pentil-a-pirona (6-PAP), trichordermina,
dermadina, suzukacilina, alameticina, trichotoxina, acetaldehido, viridina, viridiol,
gliovirina, gliotoxina y éacido heptelidico; asi como las enzimas B-1,3 glucanasa,
quitinasa y celulasa, las cuales facilitan la habilidad antagonista para atacar un amplio
rango de patégenos ejerciendo su efecto sobre las paredes celulares (Infante et al.
2009).

Competencia, se presenta cuando el espacio y nutrientes son un factor limitante. La
competencia puede dividirse en competencia saprofita por nutrientes en el suelo y la
rizosfera, y competencia por sitios de infeccion sobre y dentro de la raiz Kaewchai
(2009). La competencia por nutrientes puede ser por Nitrdgeno, carbohidratos no
estructurales (azlcares y polisacaridos como almidon, celulosa, quitina, laminarina y
pectinas, entre otros) y microelementos (Infante et al.2009). Las especies de
Trichoderma, aplicadas al suelo o a las semillas, crecen facilmente junto con el
desarrollo del sistema radicular de la planta tratada. La competencia depende de las
caracteristicas del agente biocontrolador tales como plasticidad ecoldgica, velocidad de
crecimiento y desarrollo, asi como de factores externos como el tipo de suelo, pH,

temperatura, humedad, entre otros (Howell, 2003; Infante et al. 2009).

Adhesién mecanismo mediante el cual las hifas se adhieren al hospedante mediante
la formacion de estructuras similares a ganchos y apresorios (Infante et al. 2009).
Inducen cambios morfolégicos como el enrollamiento alrededor del hospedero,
desarrollo de apresorios por parte de Trichoderma y productos de degradacién de las

paredes celulares como quitinasa. Ademas, las lectinas inducen el enrollamiento sélo
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al contacto fisico, mientras que partes del sistema enzimético quitinolitico son inducidas

antes del contacto directo entre Trichoderma y su hospedero (Infante et al. 2009).

2.6. Trabajos realizados con Hongos nematofagos en condiciones in vitro e
invernadero

Padilla et al. (2014), Evaluaron el parasitismo in vitro de 14 aislamientos de hongos
nematofagos (6 Trichoderma sp., 4 Paecelomyces sp., 2 Fusarium oxisporum, y 2
Monacrosporium.) en juveniles y huevos del nematodo agallador Meloidogyne
javanica., encontrandose los mejores resultados en los tratamientos con el género
Trichoderma con un rango de 13 a 79% de parasitismo en juveniles, en huevos el
parasitismo resulté en un 95 a 96%. En el caso de Paecelomyces presentd parasitismos
en juveniles de 34 a 43% y en huevos del 48 a 59%. Con Fusarium oxisporum
parasitismos entre 38.5y 52.5 % tanto en juveniles como en huevos. El aislamiento de

Monacrosporium generd un parasitismo bajo de 1 a 18% sobre juveniles y huevos.

En estudios realizados por Davila e Hio (2005), al probar la actividad biocontrolador de
Artrobotrys sp y Paecilomyces sp, en condiciones in vitro sobre larvas y huevos de

Meloidogyne javanica., obtuvieron un indice de parasitismo mayor al 50%.

Sharon et al. (2001), prob6 a Trichoderma harzianum, por su potencial para controlar el
nematodo Meloidogyne javanica; en invernadero todas las cepas mostraron la
capacidad de colonizar huevos de M. javanica y J2, en los ensayos in vitro la
caracterizacion de la actividad de todos los extractos de las cepas de Trichoderma
provenientes de J, de suelos mostraron resistencia al calor de la incubadora, lo cual
sugiere que la actividad proteolitica del antagonista puede ser importante para el control

biol6gico de los nematodos.

Del Busto (2009) y otros investigadores, evaluaron la efectividad de tres alternativas
para el control de nematodos agalladores como: utilizacion de melaza de cafa de
azucar, gallinaza mas aserrin de pino y el hongo Entomopatdgeno Trichoderma viride
(Cepa C-66), ademéas de utilizar el Bromuro de Metilo, como testigo, los niveles mas
bajos de poblacion se obtienen a los 45 dias, apareciendo con los mejores resultados
las réplicas tratadas con T. viride, Cepa (C- 66); y en particular donde se aplicé a una
dosis de 9 kg/ha. Los mejores tratamientos en cuanto a nivel de eficiencia, se obtienen
después de T. viride, Cepa (C-66) a dosis de 9 kg/ha, la mezcla de gallinaza aserrin a

una proporcion de 378+252 kg/tinel y por ultimo la melaza con dosis de 10 I/ha,
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comportandose todas estas alternativas a la dosis mencionada con mayor efectividad
que el empleo del bromuro de metilo al terminar los muestreos realizados a las

diferentes replicas.

Diaz (2010) observo en su investigacion realizada con Pochonia chlamydosporia var
cenatula que ninguno de los tratamientos impidio el establecimiento de M. incognita y
la manifestacion de sus dafios en la planta expresados por el indice de agallamiento.
Esta demostrado que P. chlamydosporia no reduce las afectaciones por nematodos
formadores de agallas inmediatamente después de su aplicacion ya que su efectividad
en el control estd dada por su capacidad de colonizar masas de huevos externas y
parasitar los huevos de esta especie. Su efecto podra verse en la disminucién de la
poblacion en las generaciones siguientes, tal y como se observo con la disminucién de

juveniles en el sustrato, respecto al control.

Davila et al.(2005) evidencid que Arthrobotrys sp., desarrollé crecimiento micelial en
forma de pequenfas argollas que causaron ulceraciones sobre los nematodos en estado
larval. En los tratamientos con Paecilomyces sp., se observo crecimiento micelial sobre
el cuerpo de los nematodos y rompimiento de la cuticula de los huevos, con posterior

crecimiento micelial en su interior.

En estudios realizados por Salazar, Betancourth et al. (2012), con tratamientos de
Paecilomyces lilacinus en dosis de 1*106-300cc, 10*107-20cc, Testigo comercial
(Carbofuran), y Beauveria bassiana 1*10%-40cc, 1*107-40cc, los mejores resultados
segun el andlisis de varianza, corresponde al tratamiento de Paecilomyces sp. 1x10° -
20 cc y el producto quimico Carbofuran obtuvieron los valores mas bajos de severidad
(grado 1), la planta presenta nudosidades leves. Los valores mas altos de severidad,
por encima del 50% se obtuvieron con el tratamiento de Beauveria sp. 1x107 a una

dosis de 40 cc y el tratamiento testigo, con deterioro considerable de la raiz y su funcion.

Regaieg y otros investigadores (2011) utilizaron tres cepas de Verticillium leptobactrum
procedentes de masas de huevos de nematodos agalladores de Meloidogyne spp. y
evaluaron el potencial del control biolégico de hongos en la segunda etapa de juveniles
(J2) y los huevos de M. incognita, in vitro demostraron que V. leptobactrum es un
parasito de nematodo eficiente. En invernadero con plantas de tomate parasitadas por

M. incognita y M. javanica, V. leptobactrum se compar6é con los aislamientos de
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Pochonia chlamydosporia sp. Monacrosporium. Con la introduccion de los propagulos
en suelos libres de nematodos o infestadas de forma natural se observé la mejora de
crecimiento de las plantas con un aumento significativo de la longitud de raices de
tomate, el menor parasitismo se manifestd en J, del suelo y masas de huevos. En un
segundo ensayo con M. javanica, los tratamientos con tres V. leptobactrum aislados
redujeron tanto las masas de huevos en las raices asi como la densidad de J, y el

namero de agallas.

Cruz (2007), evaluo para el control de Meloidogyne sp., en el cultivo de okra americana
(Abelmoschus esculentus) los tratamientos Micorrizas vesiculo arbuscular (VAM) 3 g al
semillero 'y 30 g en el trasplante, Trichoderma harzianum 3 x 10! conidias en 240 g/ha,
Paecilomyces lilacinus 8 x 10! conidias en 240 g/ha, Pochonia chlamydosporia 3 x 10°
clamidiosporas al trasplante y Marigold (Tagetes erecta) sembrado en asocio dos
plantas y el control al cual no se aplicé nada. Los tratamientos de Paecilomyces
lilacinus, Pochonia chlamydosporia, Trichoderma harzianum, VAM y Tagetes erecta
redujeron la poblacion de Meloidogyne spp., en 78, 76, 41, 38 y 10%, respectivamente,
mientras el control mostré un aumento en 33%. El promedio de altura en el tratamiento
con Tagetes erecta fue menor por la alta competencia comparado con el resto de
tratamientos. Se encontr6 un numero menor de noédulos en el tratamiento de
Paecilomyces lilacinus, Pochonia chlamydosporia y Tagetes erecta; Las plantas con
VAM, Paecilomyces lilacinus y Pochonia chlamydosporia obtuvieron el mayor peso de
materia seca de raices y mayor produccion por hectarea.

Torres (2014), prob6é 2 cepas de Pochonia chlamydosporia var chlamydosporia,
obtenidas de suelo y raiz de plantas de guayabo, las mismas que presentaron
parasitismos del 83 y 89% sobre huevos de Meloidogyne spp.

Solano et al. (2014). Menciona que con el objetivo determinar el efecto de varios
aislamientos autdctonos de los hongos Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare y
Gams (Hypocreales: Clavicipitaceae) y Purpureocillium lilacinum Luansa-ard et al.
(Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) en el control de Meloidogyne incognita (Kofoid y
White) Chitwood, en tomate, en condiciones de campo. Se utilizaron seis aislamientos
fungicos y un control sin aplicacion, distribuidos segun un disefio de bloques al azar con

cuatro réplicas. Las aplicaciones de los hongos lograron reducir el indice de
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agallamiento por M. incognita, asi como las poblaciones de juveniles infestivos (Jz2) en
el suelo y en las raices del cultivo, a la vez que se observo un estimulo en las variables

agronomicas numero de frutos, masa de los frutos y rendimiento agricola.

Mendoza (2010), al realizar un estudio in vitro para seleccionar hongos biocontroladores
de Meloidogyne incognita., encontré que los microorganismos que alcanzaron hasta un
50% de control de los nematodos fueron, Trichoderma asperellum, Hypocreavirens
cepa 1, M33A1, Paecilomyces sp., Hypocrea virens cepa 2, G9, M34C1 y M45A1.

En la investigacion realizada por Cardona et al. (2013), al evaluar in vitro el efecto del
filtrado crudo de Purporeocillium sp. (Cepa UdeA0106) sobre la eclosion de huevos y
los estadios juveniles de Meloidogyne spp., probaron concentraciones de filtrado al 100,
90, 70, 50, 25 y 10%, encontrando diferencias significativas en todos los tratamientos
pero el correspondiente al filtrado puro al 100% logré mantener el porcentaje mas bajo
de eclosion y movilidad de los J2 en un 96.8%.

Estudios realizados por Salazar et al(2012), al probar Beauveria bassiana, Metarhizum
anisopliae y Paecilomycies lilacinus, en concentraciones de 1x10® hasta 1x10° y tres
dosis de aplicacion 20, 30 y 40 cc, para el control de Meloidogyne spp., en el cultivo de
naranjilla, demostraron mediante anadlisis estadistico que el tratamiento donde se
obtuvo el menor indice de severidad (<1) y los més altos rendimientos promedio por
hectarea fue el de Paecilomyces lilacinus., con la concentracion de 1x10° y 30cc.

Mendoza et al. (2013), determiné el efecto destructor de Trichoderma artroviride, T.
harzianum y T. viridi sobre huevos de Meloidogyne spp., in vitro observando que los

tratamientos son positivos.

Requene (2013), probd microorganismos antagonistas contra Meloidogyne spp. de
manera individual o en combinaciones de Paecilomyces lilacinus con Trichoderma
harzianum, al analizar los compuestos excretados por los hongos T. harzianum y P.
lilacinus en los cultivos in vitro se confirmé su actividad nematicida en un 95% de
mortalidad de J,. Los extractos concentrados metabodlicos de las suspensiones

miceliares de T. harzianum produjeron una mortalidad del 100% de los Jo.

Puertas et al. (2007) determinaron que el efecto de diferentes concentraciones de
in6culo de la cepa IMI SD 187 de Pochonia chlamydosporia var. catenulata sobre la

colonizacién del suelo, raices y la actividad parasitica del hongo sobre Meloidogyne
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incognita en un experimento con macetas en condiciones de aisladores biolégicos , los
niveles de colonizacién en suelo y raices del cultivo del tomate aumentaron con el
incremento de la concentracion de indculo de P. chlamydosporia var. catenulata a
diferencia de la actividad parasitica, que aunque manifiesta un incremento rapido tiende
a estabilizarse a partir de niveles del hongo en suelo y raices que se corresponden con
una concentracion de indculo de 5000 clamidosporas. g-! de suelo, siendo la minima

de indculo efectiva para el control de nematodos formadores de agallas.

Puertas e Hidalgo (2009), al estudiar el efecto de la aplicacion de la cepa IMI SD 187
de Pochonia chlamydosporia var cenatula sobre su abundancia en el suelo y la
rizosfera, asi como su capacidad para colonizar las masas de huevos y el parasitismo
de los huevos de Meloidogyne incognita en el cultivo del tomate (Solanum lycopersicum
L.), con el objetivo de perfeccionar el uso practico de este agente de control biolégico.
Los resultados demostraron que la colonizacion del sustrato y raices, asi como la
capacidad parasitica de P. chlamydosporia var. catenulata fueron superiores con la
aplicacion del hongo al sustrato en el trasplante. No obstante, la aplicacion al sustrato
del cepellon permitié que los niveles de colonizacion alcanzados en las raices del cultivo
del tomate por P. chlamydosporia var. catenulata proporcionaran un 60% de parasitismo
en huevos, aspecto a tener en cuenta cuando los niveles de infestacion por M. incognita

sean bajos o se deseen realizar aplicaciones preventivas.

Bafios et al. (2010), con el objetivo de reducir los niveles de infestacion de Meloidogyne
spp., en el cultivo de tomate de mesa, evaluo el efecto de gallinaza (2,4 kg/ha), melaza
(10 I/ha) y Trichoderma spp. (9 kg/ha), comparado con un testigo sin tratar. Como
resultados, se redujo significativamente el grado de infestacion de Meloidogyne spp.,
en el cultivo a los 80 dias después del trasplante, siendo mas efectivos T. viride y T.
harzianum con reducciones de 2.0 y 1.94 grados, las aplicaciones de T. viride, T.
harzianum, melaza y gallinaza mostraron un efecto estimulante sobre los parametros
morfoldgicos, fisioldgicos y productivos del cultivo de tomate, resultando en
rendimientos de 47.05, 46.56, 38.75 y 34.99 t/ha respectivamente, con diferencias
significativas sobre el testigo (26,81 t/ha). Se obtuvo incrementos en la produccion

superiores al 30 %, en todos los tratamientos justificandose los gastos de aplicacion.

Moura et al. (2011) realiz6 un estudio con Trichoderma harzianum cepa ESALQ-1306

para el control biolégico de Meloidogyne incégnita raza 4 en pepino bajo condiciones
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in vitro y en invernadero. In vitro, se observo un 64% de parasitismo de conidios en
huevos e inmovilizacién de juveniles de la segunda etapa por el hongo. En invernadero,
las plantas se trataron con diferentes concentraciones de las suspensiones de conidios
antes y después de la inoculacién con M. incognita. Después de 60 dias, el tratamiento
més eficaz proporciond alrededor del 50% de reduccion del nematodo con tres
aplicaciones secuenciales de T. harzianum; sin embargo, el hongo no aumento6 el peso

de la raiz fresca y seca.

Romero (2004) al probar el hongo Paecilomyces lilacinus contra Meloidogyne spp. en
plantas de pepino, en aplicaciones de P. lilacinus en siembra, al trasplante,
siembra/trasplante, a los 10 dias del trasplante, siembra/10 dias del trasplante,
trasplante/10 dias del trasplante, el testigo quimico con Oxamyl y el testigo absoluto
que no recibié ninguna aplicaciéon, dando como resultados la menor cantidad de nédulos
en los tratamientos con Oxamyl, P. lilacinus en siembra/trasplante, siembra/10 dias del
trasplante y al trasplante/10 dias del trasplante; con este Ultimo también se obtuvo
mayor longitud de raices en comparacion con el testigo absoluto y aplicacion de P.
lilacinus a los 10 dias del trasplante; con Oxamyl se controlé 86% de Meloidogyne y las

aplicaciones de P. lilacinus que tuvo mejor control fue en siembra y trasplante (74%).

Romero (2009), Al probar dos aislamientos de Pochonia chlamydosporia var
chlamydosporia sobre huevos de Nacobus aberrans obtuvo niveles de parasitismos
de 83.7 y 81.8%, de la misma forma Flores et al. (2008), al probar varios aislamientos
de Pochonia chlamydosporia var chlamidosporia, sobre huevos de Nacobus aberrans,

obtuvo parasitismos superiores al 60%.

Navarro et al. (2012) prob6 el potencial parasitico de Pochonia chlamydosporia, sobre
Naccobus aberrans., obtuviendo niveles de colonizacién en las plantas de frijol del
100%, mientras que en parasitismo de huevos obtuvo un 82% esto bajo condiciones
controladas, utilizando dos dosis diferentes del asilamiento nativo (7500 y 15000
clamidosporas g de suelo), de igual manera las poblaciones y indice de agallamiento

fue menor al aplicar el hongo.

Carranza (2014), realizé una investigacion bajo condiciones in vitro, utilizando el hongo
Paecilomyces lilacinus sobre Pratylenchus sp, a tres dosis 6x10° 6x106 y 6x107

conidias/mililitro respectivamente, obteniendo como resultados que los tratamientos de
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6x10° y 6x108 conidias/mililitro fueron las que mayor parasitismo presentaron con un
12.03%, mientras que el tratamiento de 6x107 conidias/mililitro presentd un 9.02% de

parasitismo en larvas.
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3. MATERIALES Y METODOS

Lainvestigacion se llevo a cabo en dos fases, in vitro e invernadero, la primera se realizo
en el laboratorio de Sanidad Vegetal, donde se realizd la prospeccion de hongos
nematofagos, caracterizacion e identificacion, taxonomia del nematodo de la naranjilla
y hongos antagonistas asi como el ensayo in vitro; la segunda fase se desarroll6 en el
invernadero perteneciente al Area Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables
de la Universidad Nacional de Loja, donde se evalué la eficacia de los diez mejores

aislamientos obtenidos en condiciones in vitro.

3.1. ZONAS DE MUESTREO DE HONGOS NEMATOFAGOS

La recoleccién de muestras para los aislamientos in vitro, se realizé en 3 cantones
productores de naranjilla de la provincia de Zamora Chinchipe Cantdn 1: Yanzatza (La
Merced, Muchime, Bellavista), Canton 2: Centinela del Condor (Nuevo Macara, La
Tenza, La Guinza), Cantén 3: Nangaritza (Santa Elena, Pachicutza, Las Orquideas), y
en 2 Cantones de la provincia de Loja: Canton 4: Loja (La Argelia), Cantén 5:

Catamayo (El Tambo, Juanes).

SIMBOLOGIA
Zonas monitoreadas
= Yantzaza
= Nangaritza
Centinela del Condor

Figura 2. Mapa de zonas de muestreo de hongos nematéfagos en la provincia de
Zamora Chinchipe.



3.2. UBICACION DE LOS ENSAYOS

3.2.1. Fase de Laboratorio e Invernadero

Los ensayos in vitro se desarrollaron en el laboratorio de Sanidad Vegetal y los ensayos
en condiciones semicontroladas en el invernadero del Area Agropecuaria y de Recursos
Naturales Renovables de la Universidad Nacional de Loja, ubicado entre las

coordenadas planas.

Coordenadas x: 699250 UTM — 699300 UTM
Coordenadasy: 9553600 UTM — 9 553 650 UTM
Altitud: 2140 msnm.

Temperatura promedio en invernadero: 24.6 °C
Humedad relativa (HR%): 52.5%

3.3. MATERIALES

3.3.1. Materiales de campo

Semillas de naranijilla, sustrato 1:1:1 (tierra, arena y humus), esterilizadora de sustrato,
regaderas, etiquetas, bandejas germinadoras, fundas de polietileno de 12 X 16 cm,
transplantadoras y Cypermetrina.

3.3.2. Materiales de laboratorio

Materiales y productos: Cajas de Petri, erlenmeyer, fiola de 100 mL, lamparas de
alcohol, pipeta graduada, porta y cubre objetos, sircusas, tubos de ensayo, varilla de
agitacion, vasos de precipitacion de 100, 500 y 1000 mL, aza de siembra, agujas
hipodérmicas, agujas quirirgica, pinzas, bandejas plasticas, bisturi, platos calados,
puntas de micropipeta, saca bocados, fundas de polifan termoresistentes, fundas
plasticas transparentes, jeringas de 1, 5y 10 mL, parafilm, pipetas Pasteur, probetas
graduada, tubos para microcentrifuga, envases de plastico, algodon, franela, lienzo,
pafiuelos faciales, papel filtro, tela organdi, motero, azul de metileno 1%, eosina al
10%, fucsina acida 1 %, AA (agar y agua), AAA (agar, agua y antibioticos), arroz cocido
y esterilizado, CMA (Agar harina de maiz), PDA (papa, dextrosa y agar), PDAA (papa,
dextrosa, agar y antibidticos), acido lactico 40%, alcohol potable e industrial, hipoclorito
de sodio 1%, Chloramphenicol, Chlortetracycline hydrochloride, Streptomycin, contador

manual de unidades, cAmara de Neubauer, micropipeta de 100-1000 pl, micropipeta de
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10-100 ul, tamices (N° 60, 120 y 400), claves taxondmicas para Meloidogyne, claves

taxonémicas de hongos nematéfagos.

Equipos: Agitador tipo votice, Autoclaves, balanza electrénica de precision, bafo de
Maria, cAmara de flujo laminar, camara digital, centrifuga, destilador de agua, estéreo
microscopios, incubadoras, refrigeradores, microscopios, mechero bunsen, plato

caliente con agitador magnético, agitador electrénica, Sistema de purificacién de agua.

3.2. METODOS

3.2.1. Metodologia para el primer objetivo

“Determinar la especie de Meloidogyne predominante, asociado al cultivo de naranjilla
en zonas productoras de la provincia de Zamora Chinchipe”.

La identificacion de la especie de Meloidogyne sp., predominante en los sistemas
radicales de las zonas muestreadas, se realiz6 mediante caracterizacion morfolégica
gue consistio en observaciones de las estructuras anatdbmicas de la cabeza de machos
(10 especimenes/sector), en microscopio con el objetivo 100x, para luego compararlas
con claves taxondémicas de Zuckerman et al. (1987); Eisenback et al. (1980),
mediciones de juveniles J, (50 especimenes/sector); cortes perineales (10
cortes/sector) obtenidos de hembras extraidas de agallas, tratadas con agua destilada
por 24 horas y luego tratadas con una gota de &acido lactico al 40 % y eosina al 10%,
observados al microscopio, fotografiados y comparados con los patrones perineales y

medidas de J> de las claves de Taylor y Sasser (1983).

3.2.2. Metodologia para el segundo objetivo

“Determinar la efectividad de aislamientos nativos de hongos nematofagos
provenientes de diferentes zonas agroecolégicas dedicadas a la produccion de
naranijilla de la provincia de Zamora Chinchipe para el control biolégico de Meloidogyne

Spp.
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3.2.2.1. Aislamiento de hongos parésitos de huevos

El muestreo se realizd en cultivos de naranjilla cosechada,
se colectaron las raices agalladas y muestras de suelo de la
rizosfera de la planta, se las colocd en fundas plasticas
dentro de una funda de papel, a fin de evitar la
deshidratacion de raices y secado del suelo, para ser

llevadas al laboratorio de Sanidad Vegetal para su

Se aplico a las raices agalladas, la metodologia de Taylor y
Sasser (1983), que consiste en el lavado y desinfectado con
hipoclorito de sodio al 1 %, por sumersion de 2 a 3 minutos,
y enjuague con agua destilada estéril. La extraccién y

siembra del inoculo se proces6 extrayendo 100 masas de

huevos bajo un estéreo microscopio, se coloco en un tubo de
microcentrifuga con 0.5 mL de agua agarizada al 0,005 % y
se macero con un émbolo metalico durante un minuto hasta la liberacion de los huevos;
de esta suspension se tomd 0,15 mL para sembrar en cajas de Petri con medio AAA 'y
PDAA con pH 5,8. Las cajas fueron incubadas a 25°C £1°C.

Las observaciones de parasitismo se realizaron a las 24 y 48
horas, en un microscopio invertido, de los huevos con
presencia de micelio se repicé a medio PDA para obtener

colonias puras.

3.2.2.2. Aislamiento de hongos parasitos de larvas Ja.

Se tomo las raices con grado de agallamiento 4 y 5 y los
nodulos fueron procesados con la metodologia de Taylor y
Sasser (1983), que consiste en el lavado y desinfectado con

hipoclorito de sodio al 1 %, por sumersion de 2 a 3 minutos,

se realiz6 enjuagues con agua destilada estéril. El
aislamiento se realiz6 extrayendo 100 masas de huevos bajo

un estéreo microscopio, se coloco en micro tamices con 20 mL de agua destilada estéril
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en cajas de Petri, para que eclosionen a temperatura ambiente, una vez obtenida la
suspension de J> se sembro en cajas de Petri con medio AAA y PDAA. Las cajas fueron
incubadas a 25°C +1°C. El parasitismo se observo a las 24 y 48 horas, con ayuda de
un microscopio invertido, de los J, con presencia de micelio se repicé a medio PDA para

obtener colonias puras.

3.2.2.3. Aislamiento de hongos a partir de muestras de suelo

El muestreo se realizé tomando suelo de raices de naranjilla
con presencia de agallamiento. Los aislamientos se
realizaron a partir de diluciones seriadas. Cada muestra se

tomo 1 g de suelo y se colocé en un tubo de ensayo con 9 mL

de agua estéril, se agité durante 5 minutos obteniéndose una
solucién madre 1:10; de la cual se realizé diluciones seriadas
de 1:100, 1:1000 y 1:10000. La siembra se realizo colocando 1 mL de cada solucién en
medios PDAA, AAA, incubandose a 25°C + 1°C. La purificacion de los aislamientos se
realiz6 en medio PDAA vy la identificacion se realiz6 con las claves taxondmicas de
Humber (1998); Barnett y Hunter (1972), Messiaen (1989). Samuels (1996).

3.2.2.4. Evaluacion in vitro

Consistié en determinar los niveles de parasitismo de los
aislamientos sobre huevos y J> de M. javanica, utilizando una
suspension ajustada a una concentracion de 2x10’
esporas/mL, obtenidas de aislamientos de 20 dias en medio
PDAA incubadas a 25°C = 1°C, La -cuantificacion de

esporas/mL se realizé en la camara Neubauer y la

concentracion se calculd con la ecuacion de French y Hebert (1982):

Conidias x mL= >5cs x 50000
Donde:
Conidias/mL: Concentracion de inoculo (conidios/mL)
> 5cs: Sumatoria de cinco cuadrados secundarios

50000: Constante utilizada para el conteo de esporas en 5 cuadrados secundarios.
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Disefio Completamente Aleatorizado (DCA),

Montaje de bioensayo. En cajas de Petri con medio de
cultivo Agar Agua semisolido, se deposité una concentracion
de 80 huevos y 50 J./caja y luego una suspension de 2x107
esporas/mL, de las 30 aislamientos, con un testigo solo
nematodos y un control de medio de cultivo y se incubd a

25°C #1°C. Los aislamientos in vitro se evaluaron en un

con 30

tratamientos y 10 repeticiones (cajas Petri con medio AA), como se describen en el

Cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en ensayo in vitro. Loja. 2015.

Tratamient Procedencia

Aislamientos Concentracion

Lab Sanidad Vegetal UNL.

Nangaritza
Yantzaza
Zumbi
Yantzaza
Yantzaza
Yantzaza
Zumbi
Yantzaza
Nangaritza

Lab Sanidad Vegetal UNL.

Yantzaza
Yantzaza
Nangaritza
Yanzatza
Yanzatza
Zumbi
Nangaritza
Nangarirtza
Yantzaza
Yantzaza

Lab Sanidad Vegetal UNL.
Lab Sanidad Vegetal UNL.

Yantzaza
Yantzaza
Zumbi
Loja
Catamayo
Catamayo
Catamayo

FOO1F
NZO2(J.)F
YEL1F
CZT(J2)F
YEM1 (S)F
YEL1(S)F
YEB2(J2)P
CZN(J2)V
YEM2(H)V
NzO2(S)V
Pch001V
YEL1 (S)V
YEL2(S)T
NZP2T
YEB(J2)T
YEL2(32)T
CZT(H)T
NZP2(J2)T
NZP(J2)T
YEL1(J2)T
YEM2(J32)T
P0O04P
PO02P
YEB2(H)P
YEM2(H)P
CZG(H)P
LAA(H)P
CTJI(I2)P
CTT1(H)P
CZT(H)P
Testigo
Control

2x10’ Esporas Fusarium spp.
2x10’ Esporas Fusarium spp.
2x107 Esporas Fusarium spp.
2x107 Esporas Fusarium spp.
2x10’ Esporas Fusarium spp.
2x107 Esporas Fusarium spp.
2x107 Esporas Purpureocillium spp.
2x10’ Esporas Pochonia spp.
2x10’ Esporas Pochonia spp.
2x107 Esporas Pochonia spp.
2x107 Esporas Pochonia spp.
2x10’ Esporas Pochonia spp.
2x107 Esporas Trichoderma spp.
2x107 Esporas Trichoderma spp.
2x10’ Esporas Trichoderma spp.
2x10’ Esporas Trichoderma spp.
2x107 Esporas Trichoderma spp.
2x10’ Esporas Trichoderma spp.
2x10’ Esporas Trichoderma spp.
2x107 Esporas Trichoderma spp.
2x107 Esporas Trichoderma spp.
2x10’ Esporas Purpureocillium spp.
2x107 Esporas Purpureocillium spp.
2x107 Esporas Purpureocillium spp.
2x10’ Esporas Purpureocillium spp.
2x10’ Esporas Purpureocillium spp.
2x10’ Esporas Purpureocillium spp.
2x10’ Esporas Purpureocillium spp.
2x10’ Esporas Purpureocillium spp.
2x10’ Esporas Purpureocillium spp.
Sin hongo solo nematodos

Solo medio de cultivo
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La evaluacion se realizé observando el parasitismo a las 24, 48, 72, 96, 120, 144y 168
horas, se cuantific6 huevos parasitados y no parasitados, larvas parasitadas y no
parasitadas. La efectividad de los aislamientos se evalu6é por el porcentaje de
parasitismo y tipo de parasitismo, lo cual permitié seleccionar los 10 aislamientos de

mayor efectividad.

3.2.2.5. Evaluacion de aislamientos en invernadero

Se utilizd semillas de naranjilla de Solanum quitoense var
quitoense Lam sembradas en bandejas germinadoras para
luego de 2 meses trasplantarlas a fundas de polietileno de
12 x 16 con sustrato de proporcion 1:1:1 (suelo, humus y

arena), desinfectado mediante vapor de agua a 130°C

La masificacion de hongos se realizé en fundas
termoresistentes de polifan, se coloc6 100 g de arroz
cocido esterilizado. Luego se inocul6 los hongos mediante
repique, las mismas que se incubaron a 25°C +£1°C, hasta

lograr la colonizacion completa del arroz.

La extraccion de larvas se realiz6 con la metodologia de

Dropkin, 1989 y Cabanillas et al. 1989 descritos por Davila
e Hio (2005). Una vez lavadas y desinfectadas las raices
con hipoclorito de sodio al 1 % por 1 minuto, se picaron las

raices en fragmentos de 1 cm, luego se licuaron y

tamizaron; el filtrado se recogi6é del tamiz No. 100 en 20 mL
de agua, del cual se tomaron alicuotas de 2 mL para cuantificar y estimar una

concentracion de 2000 larvas Jz/planta.

Plantulas de cuatro semanas se trasplantaron a macetas de
polietilieno color negro con sustrato 1:1:1 (suelo arena,
humus), dos semanas después, se inocularon 2 000 larvas J2
/planta. Los hongos nematoéfagos se inocularon a los dos dias

y a las 3 semanas después de la inoculacion de los

nematodos, en concentraciones de 4 x108 esporas/planta.
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Para determinar la concentracion de inoculo de los hongos, se pes6 1g de arroz de
cada aislado y se prepard una suspension en 10 mL de agua destilada, para realizar la
cuantificacion en cdmara de Neubauer, mediante la metodologia descrita por French y
Herbert (1982) referida en el acapite 3.4.6. Una vez conocida la concentracion por
gramo de arroz, se calcul6 mediante regla de tres simple, la cantidad de arroz necesario
para alcanzar la concentracion deseada de 4 x108 esporas/planta. La concentracion

deseada se estimé mediante la formula siguiente:

Peso de sustrato x Concentracion deseada

Concentracion deseada = —
Conidias por gramo

Donde:
Peso de sustrato: 19 de sustrato pesado
Concentracion deseada:  4x108

Conidias/g: Cantidad obtenida de la cuantificacion

La inoculacion se realizé en la zona de la rizésfera a una profundidad de 10 cm, para
la segunda aplicaciéon se aumento al doble la cantidad de inGculo esto para garantizar

de mejor manera el control.

Figura 3. Disefio experimental empleado en condiciones de invernadero Loja,
2015.

Disefio experimental. El ensayo se desarroll6 en un DCA, con 11 tratamientos 20

repeticiones. Los tratamientos evaluados se describen en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Tratamientos utilizados en el control del nematodo agallador, en condiciones

de invernadero. Loja. 2015.

Tratamientos Aislamientos Concentracion
1 YEB2 (J2)T 4x108%esporas/ml Trichoderma spp.
2 Pch001V 4x108clamidosporas/ml Pochonia spp.
3 LAA (H)P 4x108esporas/ml Purpureocillium spp.
4 P0O04P 4x108%esporas/ml Purpureocillium spp
5 NZP2 (J2)T 4x108esporas/ml Trichoderma spp.
6 CTT1 (H)P 4x108esporas/ml Purpureocillium spp
7 PO02P 4x10%esporas/ml Purpureocillium spp
8 YEL1F 4x108%esporas/ml Fusarium spp.
9 YEL1 (J2)T 4x108esporas/ml Trichoderma spp.
10 CzG (H)P 4x108esporas/ml Purpureocillium spp
11 Testigo S6lo nematodos

- Variables evaluadas
Se evalud después de dos meses de la primera inoculacién: altura de planta, peso
de biomasa foliar, peso del area radical, indice de agallamiento, poblacién de J, por
10 g de raiz y 100 cm?® de suelo, segun metodologias descritas por Solano et al.
(2014).

- Analisis de varianza
Para determinar la eficiencia de los tratamientos se realizé mediante la prueba de
rangos multiples TUKEY al 0,5%.

Hipotesis para tratamientos
HO: Los aislamientos de hongos nematéfagos evaluados no difieren significativamente
entre si a nivel del 5 % de significancia estadistica en el control del nematodo agallador

de las raices M. javanica.

H1: Al menos uno de los aislamientos de hongos nematdéfagos difiere significativamente

a nivel del 5 % de significancia estadistica en el control de M. javanica.

3.2.3. Metodologia para el tercer objetivo.
“Identificar taxondmicamente los hongos nematéfagos de mayor efectividad contra
Meloidogyne spp.”
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Se utilizaron cultivos de 10 dias, en medio de PDA, en
condiciones controladas con temperatura de 25°C +1°C,
mediante observaciones macroscopicas y microscopicas,

considerando las siguientes caracteristicas

-Caracterizacion morfologica; consisti6 en determinar el

color y textura del micelio, altura y forma de la colonia.

Caracterizacion cultural; se observoé el crecimiento diario de la colonia, pigmentacion y

lisis del medio de cultivo.

Caracterizacion microscopica; en microcultivos y montajes en lactofenol azul. Se

observo forma y color del micelio, forma y tamafio de esporas, y conidioforos.

Representacion esquematica de las estructuras microscopicas con microfotografias.

Comparacion de estructuras vegetativas y reproductivas con las claves taxonémicas
de, Barnett y Hunter (1972), Messiaen (1989), Humber (1998), Zare y Gams (2001),
Samuels (1996), Gams & Bisett (1998).

3.2.4. Metodologia para el cuarto objetivo

“Socializar los resultados de la investigacion a nivel de productores, profesionales y
estudiantes”.

Para dar cumplimiento con el requisito Institucional se
realiz6 al concluir la investigacion la socializacion de
resultados en el ciclo V de la Carrera de Ingenieria
Agrondémica de La Universidad Nacional de Loja, con la
presencia de los estudiantes de este ciclo, y algunos

docentes de la carrera, incluido el director de la tesis, para

esto se elabor6 una presentacion en Power Point, y
tripticos donde constaban en resumen todo lo realizado en la investigacion y los
resultados obtenidos, ademas se entreg6 un certificado a los estudiantes por asistir a

este evento.
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3.  RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIE DE Meloidogyne
PREDOMINANTE EN EL CULTIVO DE NARANJILLA.

4.1.1. Caracterizacion morfologica de las especies de Meloidogyne identificadas

4.1.1.1. Caracterizacién en cortes perineales de Meloidogyne javanica: En la figura
3 se muestran los cortes perineales correspondiente a M. javanica cuyas caracteristicas
presentes son: arco dorsal alto en forma de trapecio o bajo en forma redondeada
distintivas lineas laterales, sin estrias 0 pocas estrias que crucen las lineas laterales
desde el sector dorsal al central, estas caracteristicas concuerdan con las descritas por

(Taylor y Sasser, 1983), para el patron perineal de M. javanica.

Meloidogyne javanica Meloidogyne javanica Meloidogyne javanica

Figura 4. Cortes perineales de M. javanica observados con objetivo 40x.

4.1.1.2. Caracterizacién en cortes perineales de Meloidogyne arenaria: En la figura
4 se presentan los cortes perineales correspondientes a M. arenaria cuyas
caracteristicas son: huella perineal de forma redondeada con numerosas estrias
gruesas, cortan onduladas y desacomodadas, estas cerca de las lineas laterales
convergen, arco dorsal bajo redondeado ha ligeramente aplanado, con una ala
formando una invaginacion a manera de sombrero, los campos laterales no se observan
claramente, sin embargo se distinguen por que la de las estrias en esta zona que se
bifurcan, estas caracteristicas concuerdan con las descritas por (Taylor y Sasser,
1983), para el patrén perineal de M. arenaria.



Meloidogyne arenaria Meloidogyne arenaria Meloidogyne arenaria
Figura 5. Cortes perineales de M. arenaria observados con objetivo 40x.

4.1.1.3. Morfologia de la cabeza de machos adultos de Meloidogyne javanica:

En la figura 5 se presentan las fotografias tomadas a cabezas de machos adultos
correspondientes a M. javanica. Las mismas que presentan caracteristicas
morfolégicas como: disco labial grande y liso, fusionado con los discos medios, la
cubierta cefalica es alta y casi tan ancha como la region cefalica con o sin presencia de
dos a tres anillos, el cono del estilete es angosto en su parte anterior y muy ancho en
el extremo opuesto, el eje es cilindrico; angostandose cerca de la unién de los nédulos

basales. Los nddulos basales son bajos y anchos y son distinguibles del eje.

il

ogyne javanica

Meloid
Figura 6. Fotos contrastadas a blanco y negro. Morfologia de cabezas de machos

Meloidogyne javanica

adultos de M. javanica observados con el objetivo de inmersion 100x.
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4.1.1.4. Morfologia de la cabeza de machos adultos de Meloidogyne arenaria:

En la figura 6 se presentan las fotografias correspondientes a M. arenaria cuyas
caracteristicas presentes son: cubierta cefélica es baja y en declive hacia atras,
constituye una estructura lisa y continua que es casi tan ancha como la regién cefalica,
cono de estile puntiagudo en la parte anterior y mas amplio en la region posterior, los

nddulos son grandes y emergen gradualmente del estilete.

‘;
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Meloidogyne arenaria Meloidogyne arenaria Meloidogyne arenaria
Figura 7. Fotos contrastadas a blanco y negro. Morfologia de cabezas de machos

adultos de M. arenaria observados con el objetivo de inmersion 100x.
4.1.1.5. Caracteristicas y mediciones de larvas J2 de Meloidogyne javanica:

En la figura 7 se presentan fotografias de larvas J> correspondientes a M. javanica las
mismas que presentan una longitud promedio de 0,370 mm, con rangos que oscilan
entre los 0,365 — 0,375 mm.

BTV ELTTT R TR :
Loedl nale Ml

Meloidogyne javanica Meloidogyne Javanica Meloidogyne javanica
Figura 8. Larvas J> de M. javanica observados con el objetivo 10x.
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4.1.1.6. Caracteristicas y mediciones de larvas J2 de Meloidogyne arenaria:

En la figura 8 se presentan las fotografias de larvas J. correspondientes a M. arenaria
cuyas caracteristicas presentes son: longitud promedio de la larva 0,470 mm, con

rangos que oscilan entre los 0,431 - 0,510 mm.

Meloidogyne arenaria

Meloidogyne arenaria Meloidogyne arenaria

Figura 9. Larvas J> de M. arenaria observadas con el objetivo 10x.

En el cuadro 3 se resume las caracteristicas morfologicas observadas en cortes
perineales y las caracteristicas morfolégicas de la cabeza en machos adultos y la

longitud (mm) de larvas Jo.

Cuadro 3. Parametros para identificar taxondmicamente la especie de Meloidogyne

predominante en cultivos de naranjilla de la provincia Zamora Chinchipe.

Monitoreos Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
especies cabezas de especies
identificadas en especies identificadas J-
perineales identificadas por
sector
Cantén Sector M. M. M. M. M. M.
javanica | arenaria | javanica | arenaria | javanica | arenaria

La Merced 0 10 0 10 2 48

Yanzatza Muchime 8 2 7 3 42 8

Bellavista 2 8 4 6 7 43

Santa Elena 6 4 8 2 36 14

Nangaritza | Pachicutza 7 3 8 2 34 16

Orquidea 7 3 7 3 30 20

Nuevo 28 22

. Macara 8 2 9 1

Zumbi La Guinza 7 3 10 0 31 19

La Tenza 5 5 7 3 26 24

Total 50 40 60 30 236 214
Porcentaje
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Como se observa en el cuadro 3, los resultados de la caracterizacion morfologica
permito determinar que las especies asociadas a las raices de naranjilla son
Meloidogyne javanica y Meloidogyne arenaria, una vez comparados los cortes
perineales y medidas de larvas J> con las claves taxonémicas de Taylor y Sasser (1983)
y para cabezas de machos con las claves taxonomicas de Zuckerman et al. (1987) y
Eisenback et al. (1980), estos resultados concuerdan con los referidos por Garcia et al.
(2004); Gelpud et al.(2011) quienes reportan a las especies M. arenaria (Neal) Chitw.,
M. exigua Goeldi, M. hapla Chitw., M. incognita (Kofoid et White) Chitw. y M. javanica
(Treub) Chitw asociaciadas al cultivo de naranjilla causando un impacto negativo en el
rendimiento, de igual forma Karssen y Moens (2006) sefialan que las especies mas
comunes gue atacan en naranjilla son M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla,
M. exigua y M. acornea. Garcia et al (2004), quien al identificar taxonédmicamente las
especies de Meloidogyne en tomate de arbol y en naranjilla encontr6 M. incognita, M.
arenaria, M. exigua y M. hapla, asociadas a las raices de estos cultivos. Resultados
similares refiere Revelo (2009) quien menciona que el nematodo mas frecuente en el

cultivo de naranjilla es y M. javanica.

4.2. EFECTIVIDAD DE LOS AISLAMIENTOS DE HONGOS NEMATOFAGOS
NATIVOS EN EL CONTROL DE M. javanica.

4.2.1. Prospecciény aislamiento de hongos nematé6fagos.
En el cuadro 4. Se presenta los aislamientos obtenidos de los 12 lugares de muestreo,
en los cuales luego de ser caracterizados morfolégicamente se determind la

identificacion taxondmica y la codificacion de los aislamientos.
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Cuadro 4. Aislamientos fungicos nematofagos aislados de muestras de suelo y raices

agalladas en zonas de muestreo de Z. Chinchipe y Loja. Loja. 2015.

] CODIGO IDENTIFICACION
CANTON SECTOR | PROPIETARI UTM ALTITUD DE
AISLAMIEN
YEL1F Fusarium spp.
YEL1(S)F Fusarium spp.
La Cosmel YEL1 (S)V | Pochoniaspp.
Merced Sarango 757069 W | 9578519 S | 832 msnm YEL2(S)T Trichoderma spp.
YEL2(J2)T | Trichoderma spp.
YEL1(J2)T | Trichoderma spp.
Yanzatza YEM1 (S)T | Fusarium spp.
_ . YEM2(H)V | Pochoniaspp.
Muchime | Ivan Quinde | 758493 W | 9584259 S | 840 msnm -
YEM2(J2)T | Trichoderma spp.
YEM2(H)P | Purpureocillium spp.
YEB2(J2)P | Purpureocillium spp.
Bellavista | José Taday | 758764 W | 9584200 S | 878 msnm | YEB(J2)T | Trichoderma spp.
YEB2(H)P | Purpureocillium spp.
Santa Agustin
Elena Jiménez 761177 W | 9549221 S | 844 msnm
NZP2T Trichoderma spp.
Nangaritza PaCha"’”tZ Sol\l/cl’J?Q:no 761741 W | 9549235 S |847 msnm | NzP2(32)T |Trichoderma spp,
NZP(J2)T Trichoderma spp.
Las Patricio NZ02(J>)F | Fusarium spp.
Orquidea | Garandara 762171 W | 9551083 S | 867 msnm NzO2(S)v | Pochoniaspp.
Nuevo Amelia | 2 3600w | 9060257 S | 886 msnm | czn@zv | POChONa SPp.
Macara | Culquicondor
Gu"iﬁza José Agila | 757384 W | 9558254 5 | 859 msnm |czaH)p | Purpureocillium spp.
Centinela Fusarium spp.
del Céndor _ CZT(I2)F
La Tenza | Manuel Agila | 756700 W | 9560175 S | 850 msnm CZT(H)T Trichoderma spp.
CZT(H)P Purpureocillium spp.
Loja A La LaArgelia | 699940 W | 95539655 | 247 |Laamp | Purpureocillium spp.
rgelia msnm
EL Agu'_stln 682130 W | 9552755 1254 CTTI(H)P Purpureocillium spp.
Tambo Abrigo msnm
4 Purpureocillium spp.
Catamayo | ; anes Ivan 682379 W | 9552830 s | 1240 IcTiyP P PP
Gonzales msnm

Simbologia de c6digos de aislamientos.
Cantoén: Yantzaza (Y); Nangaritza (N); Centinela del Céndor (C); Loja (L); Catamayo (C).
Parroquia: Los Encuentros (E); Zurmi (Z); Zumbi (Z); La Argelia (A); El Tambo (T).
Lugar: La Merced (L); Muchime (M); Bellavista (B); Las Orquideas (O); Santa Elena (S); Pachicutza (P); Nuevo Macara (N);
La Tenza (T); La Guinza (G); La Argelia (A); El Tambo (T); Juanes (J).
Numero de aislado: Medio PDAA (1); AAA (2) ailados sin nimero es porque al comienzo no se tomé en cuenta este
parametro.

Aislado: Larva J; (J,); Huevo (H); Suelo (S). aislados sin nimero es porque al comienzo no se tomé en cuenta este parametro.
Hongo: Pochonia (V); Purpureocillium (P); Trichoderma (T); Fusarium (F).
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Como se puede apreciar en el cuadro 4, de las cinco zonas muestreadas, en el canton
Yanzatza se obtuvo el mayor nimero de hongos nematéfagos asociados a las raices y
al suelo, con predominancia de los géneros Fusarium, Pochonia, Purpureocillium y
Trichoderma, resultados que concuerdan con lo reportado por Pifieiros y Arias (2008)
quien al realizar monitoreos de suelo de Paramo encontré los géneros Alternaria,
Asperguillos, Byssochlamys, Cladosporium, Curvularia, Eupenicillium, Emericella,
Fusarium, Microsporum, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus, Sterigmatocystis
y Trichoderma. Villamagua (2006), menciona que el pH de los suelos de Zamora
Chinchipe son acidos con pH de 5.50, esto se relaciona con datos de Acosta (2010),
quien menciona que Paecylomyces se puede desarrollar en pH desde los 2 a 10,
mientras que Rodriguez et al. (2013).mensiona que las condiones de pH favorables
para Trichoderma van de 5.0 a 6.5. Garcés et al. (2010), reportan que El pH 6ptimo
para el desarrollo de Fusarium es de 7.7 y puede también pudiendo desarrollarse entre
2.2 'y 9.0. Ademas Moreno (2000) citado por Arias y Pifieiros (2008) menciona que los
pH para el desarrollo de hongos filamentoso van de 2-9 siendo el 6ptimo de 5-6.

4.2.2.. Evaluacion de los aislamientos en la fase in vitro

4.2.2.1. Parasitismo en huevos y larvas J2 de Meloidogyne javanica

En la figura 9, se muestran los parasitismos en larvas J> provocados por (a)
Purpureocillium spp; (b) en huevos por Trichoderma spp; (c) en huevos por
Purpureocillium spp; de igual forma en el cuadro 5 se presentan las diferencias
estadisticas entre los tratamientos en cuanto a niveles de efectividad para las variables

indicadas.

Figura 10. a) Parasitismo en larva provocado por Purpureocillium spp, b) parasitismo
en huevo por Trichoderma spp y c) parasitismo provocado por Purpureocillium spp.
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En el cuadro 5. Los tratamientos evaluados mostraron diferencias estadisticas,
destacandose en orden de eficacia los aislamientos PCh001V, YEB2 (J2)T, LAA (H)P,
NZP (J2)T, PO04P, CZG (H)P,y CTT1 (H)P, con porcentajes de parasitismo del 58.9,
50.9, 48.5, 47.3, 46, 41.6 y 41%, en huevos. En los ensayos de parasitismo sobre J, los
mejores aislamientos se ubican en un rango del 52.4% (Pch001V) al35.5% (YELLT).
Los demas aislamientos obtuvieron porcentajes de parasitismos en huevos y larvas,

inferiores al 30%.

Cuadro 5. Andlisis estadistico segun Tukey 5%, parasitismo en huevos y larvas J> de

M. javanica, por aislamientos de hongos nematdéfagos, in vitro. Loja. 2015.

Tratamientos Aislamiento Media Agrupacién Media Agrupacion
huevos J2

T11 Pch001V 471 A 26,2 A

T15 YEB(J2)T 40,7 B 20,9 D

T27 LAAHP 38,8 C 246 B

T19 NZP(J2)T 37,8 CD 239 BC

T22 PO04P 36,8 D 23,2 C

T26 CZG(H)P 33,3 E 18,3 E

T29 CTT1(H)P 32,8 EF 25,9 A

T23 PO02P 31,9 F 24 BC

T3 YEL1F 30,7 G 18,7 E

T20 YEL1(J2)T 28,4 H 21,9 D

T18 NZP2(J2)T 26,9 I 10,3 F

T25 YEM2(H)P 18 J 9,6 F

T16 YEL2(J2)T 13,6 L 10,4 F

T14 NZP2T 13,6 L 6,6 GHI

T9 YEM2(H)V 10,7 M 5,6 IJKL
T8 CZN(J2)V 9,2 N 3 M
T12 YEL1 (S)V 8,5 NO 7.8 G

T6 YEL1(S)F 7,8 @) 55 IJKL
T21 YEM2(J2)T 6,6 P 6,4 HIJ
T1 FOO1F 6,5 P 5,6 IJKL
T10 NZO2(S)V 6,4 P 6,1 1J
T17 CZT(H)T 6,3 P 7,5 GH
T13 YEL2(S)T 6,3 P 5,9 N] ¢
T2 NZO2(J2)F 4,6 Q 5,6 IJKL
T30 CZT(H)P 4,2 Q 54 JKL
T4 CZT(J2)F 4,2 Q 55 IJKL
T24 YEB2(H)P 4 Q 10,6 F

5 YEM1 (S)F 4 Q 54 IJKL
T28 CTJ(J32)P 3,8 Q 4.8 KL
T31 Testigo 0 R 0 N

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes, segun Tukey
(p =0.05).
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Como se ha demostrado en la figura 9 y en el cuadro 5, el aislamiento Pch0O01V, del
género Pochonia spp., fue uno de los que mejor resultado se obtuvo con un alto nivel
de parasitismo en huevos del 58.9% lo cual se relaciona con la investigacion que realizo
Romero (2009), al probar dos aislamientos de Pochonia chlamydosporia var
chlamydosporia sobre huevos de Nacobus aberrans obtuvo niveles de parasitismos
de 83.7 y 81.8%, de la misma forma Flores et al. (2008), al probar varios aislamientos
de Pochonia chlamydosporia var chlamidosporia, sobre huevos de Nacobus aberrans,
obtuvo parasitismos superiores al 60%, mientras que Torres (2014), probo 2 cepas de
Pochonia chlamydosporia var chlamydosporia, las que presentaron parasitismos del 83

y 89% sobre huevos de Meloidogyne spp.

Los aislamientos YEB (J2)T, NZP(J2)T y YEL1(J2)T, pertenecientes al género
Trichoderma spp, presentaron niveles de parasitismo en huevos del 50.9%, 355y
47.3%, esto se asemeja con la investigacion realizada por Padilla .et al. 2014. Evaluaron
el parasitismo in vitro de 6 aislamientos de Trichoderma spp., obteniendo parasitismo
entre 95 a 96%. De la misma manera Mendoza et al. (2013), Determiné el efecto de
Trichoderma artroviride, T. harzianum y T. viridi sobre huevos de Meloidogyne spp., en
condiciones de laboratorio observé que los tratamientos son positivos en la destruccion
de los mismos. Mendoza, (2010), realizé un estudio in vitro utilizando Trichoderma

asperellum e Hypocrea virens obteniendo parasitismos mayores al 50%

Los aislamientos P0O02P, P0O04P, CZG(H)P, LAA(H)P y CTT1 (H)P, pertenecientes al
género Purpureocillium spp, presentaron parasitismo en huevos del 39.9, 46.42, 41.6,
48.5y 41%, esto se relaciona con el trabajo realizado por Davila e Hio (2005), quienes
obtuvieron un indice de parasitismo mayor al 50%, de la misma forma Padilla et al.
2014., obtuvo el 48 a 59%. Mientras que Cardona, et al. (2013), obtuvo altos niveles de

control ante la eclosion de huevos en Meloidogyne spp.

El aislamiento YEL1F, perteneciente al género Fusarium spp., presento parasitismo
en huevos el control fue del 38.4%, resultados que concuerdan con los de Padilla et al.
2014., quien al probar Fusarium oxisporium obtuvo parasitismo entre 38.5 en huevos

de M. javanica, de igual forma Meneses (2003).

En cuanto a parasitismo de larvas Jz los aislamientos Pch001V, CTT1 (H)P, LAA (H)P,
P0O02P, NZP (J2)T, PO04P, YEL1(J2)T y YEB2 (J2)T, se determiné parasitismos desde

los 40 a 52.4%, y en los aislamientos YEL1F y CZG (H)P resultaron con parasitismos
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por debajo del 40%, lo cual se relaciona con resultados obtenidos por Cruz (2007),
quien evalué cepas de Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus, Pochonia
chlamydosporia, obteniendo reduccién de poblaciones de Meloidogyne spp., en un 78,
76y 41%.

De la misma forma Requene (2013), prob6é microorganismos antagonistas contra
Meloidogyne spp., de manera individual y en combinaciones de Paecilomyces lilacinus
y Trichoderma harzianum, al analizar los compuestos excretados por los hongos T.
harzianum y P. lilacinus en los cultivos in vitro se confirmé su actividad nematicida en
un 95% de mortalidad de J.. Los extractos concentrados metabdlicos de las
suspensiones miceliares de T. harzianum produjeron una mortalidad del 100% de los
Jo. Padilla et al. 2014. evalud el parasitismo in vitro de 6 cepas de Trichoderma spp.,
obteniendo parasitismo en juveniles en rangos del 13 a 79% y en otra investigacion
realizada por el mismo de igual forma con cepas de Trichoderma obtuvo parasitismo
del 34 a 43% en juveniles. Mientras que Cardona et al. (2013), obtuvo un nivel de 96.8

de movilidad de juveniles.

Meneses (2003) obtuvo un mayor control del 70% en larvas de R. similis, al aplicar
Fusarium spp., de la misma manera Padilla et al. 2014., al probar Fusarium oxisporium

obtuvo parasitismo entre 38.5 y 52.5% en juveniles de M. javanica.

4.2.3. Evaluacion de los Aislamientos a nivel de invernadero

4.2.3.1. Altura de planta, biomasa foliar y biomasa radical.

En el cuadro 6. Se muestra los aislamientos que mayor efecto ejercieron sobre las
diferentes variables agronémicas del desarrollo de la planta, siendo estos los
aislamientos YEL1F y YEB (J2)T, las que mayor efecto tuvieron sobre la variable altura
y biomasa foliar, los aislamientos de mayor efecto en la variable Biomasa radical son
los aislamientos CTT1(H)P y YEL1F, y el testigo que presento los menores valores en

estas tres variables analizadas.
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Cuadro 6. Andlisis estadistico segun Tukey 5% en el efecto de los aislamientos
fungicos sobre variables agrondmicas en plantas de naranijilla, en invernadero, Loja,
2015.

Tratamientos Aislamientos Altura (cm) Biomasa Foliar Biomasa Radical

(9) 9)
1 YEB(2)T 249 A 56,0 B 45,8 E
2 Pch001V 18,0 DE 46,3 E 459 E
3 LAA(H)P 222  BC 45,8 E 566 C
4 P0O04P 20,2 DE 47,0 E 647 C
5 NZP(J,)T 21,5 C 543 BCD 451 EF
6 CTT1(H)P 21,2 CD 474 E 941 A
7 PO02P 233 B 551 BC 43,3
8 YEL1F 256 A 634 A 732 B
9 YEL1(J9)T 21,3 CD 53,0 D 43,8 EF
10 CZG(H)P 222  BC 541  CD 549 D
11 TESTIGO 19,1 F 41,3 F 353 G

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes, segun Tukey
(p =0.05).

En el cuadro 6 Se observa que en cuanto a la variable altura uno de los mejores
resultados obtenidos es por el aislamiento YEL1F, esto se relaciona con estudios
realizados por Chaves (2007), que al probar Fusarium oxisporum en banano obtuvo

mayor desarrollo de la planta a diferencia del testigo.

En la variable biomasa foliar se determiné que los aislamientos mas efectivos fueron
los aislamientos YEL1F, YEB (J2)T, LAA (H)T, CZG (H)P, CTT1 (H)P y YEL1 (32)T,
esto se asemeja a la investigacion realizada por Bafios et al. (2010), que con el objetivo
de reducir los niveles de infestacion de Meloidogyne spp., en el cultivo de tomate de
mesa evaluaron el efecto Trichoderma spp., encontrando un efecto estimulante sobre
los parametros morfoldgicos, fisioldgicos y productivos del cultivo, de la misma forma
Chaves (2007) al probar Trichoderma atroviride y Fusarium oxisporum para el control
de Radophulus similis, encontré que estos dos hongos ejercieron una actividad positiva

sobre el desarrollo de platas, el volumen foliar y radical de plantas de banano.

En los resultados de la variable biomasa radical, la cepa que mejor actu6 fue la CTT1
(H)P. Esto concuerda con lo reportado por Cruz (2007), quien al utilizar los tratamientos
con P. lilacinus y P. chlamydosporia, estos presentaron un mayor peso de raices (P<

0.05) que el testigo. De la misma forma Davila y Climaco (2005) al probar a
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Purpureocillium como controlador biolégico de Meloidogyne en Crisantemo encontré

que este incrementa el peso de la raices.

4.2.3.2. indice de agallamiento en raices de naranjilla, poblacién de J2 en 10
gramos de raices y 100 cc de suelo.

En el cuadro 7, se muestra el efecto de los aislamientos sobre la formacion de agallas
en el cultivo de naranjilla, la poblacién de J> en 10g de raices y 100cc de suelo, con
mayor efectividad para la variable indice de agallamiento fueron son los aislamientos
Pch001V y P004P, cuyos indices estan por debajo de 2.5 grados agallamiento,

comparados con el testigo que es grado 5 agallamiento.

Para la variable poblacion de J; en 10 g de raices los aislamientos mas efectivos fueron
P0O04P y P0O02P, mientras que en suelo el aislamiento que presento menor poblacion
de nematodos fue el aislamiento Pch001V, existiendo diferencias significativas frente al

testigo.

Cuadro 7. Analisis estadistico segun Tukey 5% en el efecto de aislamientos flingicos
sobre la formacion de agallas por M. javananica en raices, poblacion de nematodos en

10g de raices y 100cc de suelo en condiciones de invernadero. Loja. 2015.

indice de agallamiento (Taylor y Sasser Poblacién de J;en  Poblaciéon de J; en

1983) 10g de raices 100 cc de suelo

Trat Aislamiento Media  Agrupaciobn Media Agrupacién Media Agrupaciéon

1 YEB@)T 3,5 B 703 E 503 B

2 Pch001Vv 2,3 D 433 G 24 D

3  LAA(H)P 3,5 B 238 H 164 D

4  P0O04P 2,5 CD 148 I 93 D

5 NzZP@J2)T 3,0 BC 1565 B 144 D

6 CTT1(H)P 2,9 BCD 1427 C 154 D

7 POO02P 3,3 B 142 I 114 D

8 YELIF 3,6 B 921 D 410 C

9 YEL1(J2)T 3,4 B 473 F 484 BC

10 CzG(H)P 3,3 B 1554 B 84 D

11 TESTIGO 5,0 A 1695 A 1634 A

Medias que comparten letras diferentes son significativamente diferentes, segin Tukey
(p =0.05).

Segun el cuadro 7. En lo referente a indice de agallamiento todos los tratamientos
difieren significativamente del testigo, destacando los aislamientos Pch001V y PO04P

de los demas tratamientos, en concordancia con Navarro et al. (2012) que proboé el
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potencial parasitico de Pochonia chlamydosporia, sobre Naccobus aberrans,
obteniendo niveles de poblaciones e indice de agallamiento menores al testigo, asi
mismo Leiva (2009), obtuvo el indice de agallamiento mas bajo en promedio de 16.5
ndédulos por raiz al aplicar Pochonia chlamydosporia sobre Meloidogyne incognita. De
la misma forma Romero (2004) al probar el hongo Paecilomyces lilacinus contra
Meloidogyne spp. en plantas de pepino, encontré la menor cantidad de nédulos en los
tratamientos con (Oxamyl), P. lilacinus. Davila y Climaco (2005), al probar el hongo
Paecilomyces sp. para el control de Meloidogyne javanica obtuvo un promedio de 8
nddulos equivalente a un indice de agallamiento bajo, demostrando que es promisorio

para reducir la cantidad de agallas en las raices.

En relacion con la variable anterior Cruz (2007), al probar los hongos P.
chlamydosporia, P. lilacinus, T. harzianum y al analizar la cantidad de nodulos en las
raices de okra americana, observé que estos redujeron 85, 84 y 34% de nddulos a
diferencia de las plantas del control. De igual forma Guerra (2014), quien utilizo
Paecilomyces variotii en el control de Pratilenchus spp, obtuvo una gran reduccion de
dafio a la raices. Mendoza (2010) reporta que al probar Paecilomyces spp., para el
control de Meloidogyne incognita., en tomate redujo significativamente el indice de

agallamiento en un grado 3, segun la escala de Bridge y Page (1980).

Las variables numero de nematodos en raices y en suelo se redujo por efecto de los
aislamientos P0O04P, P0O02P, y Pch001V, esto se relaciona con el estudio de Chaves
(2007), quien determino que Paecilomyces redujo la poblacion de nematodos en un
20.78 y 10.88% en rosas, de la misma forma Cruz (2007) al probar los tratamientos con
P. lilacinus y P. chlamydosporia determino que estos redujeron la poblacion de
nematodos en 78 y 76%, respectivamente, con respecto a la poblacion inicial. Cedefio
(2005) refiere que us6 Paecilomyces lilacinus y reporté un control de 85% en el cultivo
de pepino (Cucumis sativa). Guerra (2014) al probar Paecilomyces variotti en el control
de Pratylenchus spp obtuvo reducciones de poblacion en raices entre los 12.31 y
27.90%. Mendoza (2010), reporta en su estudio que al probar el hongo Paecilomyces
spp., para el control de Meloidogyne incognita en tomate este redujo significativamente

la poblacién de nematodos tanto en raices como en suelo a diferencia del testigo.
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4.2.3.3. Sintomas de agallamientos y deformacion de células en cortes de tejidos
nodulados

En la figura 10 se presentan los agallamientos en las raices de las plantas afectadas,

asi como los dafos a nivel celular provocados por el estilete y las enzimas digestivas

del nematodo.

Figura 11. a) Corte longitudinal de raiz sana con células normales. b) Corte
transversal de raiz agallada, células elongadas de forma anormal (hipertrofia),
células, c) multiplicacion celular, formacion de agallas (hiperplasia).

Como podemos observar en la figura 10, los dafios provocados por M. javanica., son
notables debido a las enzimas producidas por el estilete, las mismas que inducen la
elongacién anormal de celulas (hipertrofia), para luego producir una multiplicacién de
las mismas lo que provoca la formacion de agallas (hiperplasia), esto concuerdo con lo
reportado por Agrios (2005); Perry et al. (2009), que mencionan que uno de los
sintomas provocados por este nematodo son causados por el alargamiento anormal de
la célula (hipertrofia), por supresion de la division celular, o por la estimulacion de
proceso de division celular de una manera controlada y que resulta en la formacion de
agallas (hiperplasia) o de un gran nimero de raices laterales en o cerca de los sitios de

infeccion.

4.3. IDENTIFICACION TAXONOMICA DE AISLAMIENTOS DE HONGOS
NEMATOFAGOS DE MAYOR EFECTIVIDAD CONTRA M. javanica.

Culminada la caracterizacion morfolégica en colonias (caja invertida) y microscopica en

microcultivos, con el apoyo de claves taxondmicas se llegé a identificar los aislamientos

hasta el nivel de género, de acuerdo con las siguientes caracteristicas.
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4.4.1. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium spp. Aislamiento YEL1F

Figura 12. a) Cultivo de Fusarium spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:
pigmentacion del medio c¢) Estructuras microscopicas: mesoconidias y conidiéforos
(40x).

En la figura 11 se observan colonias en PDA a 25°C, alcanzan un diametro de 9 cm en
10 dias (tasa de crecimiento 3.9 mm/24h), forma 3 halos el primero ubicado en el centro
de la colonia de un color violeta, el segundo se forma a una distancia de 2 cm de color
verde claro, y el tercero se forma en los bordes de la caja siendo del mismo color que
el segundo halo a una distancia de 2 cm del segundo anillo, cada anillo se encuentra
alternado por micelio de color crema, planas, de micelio algodonoso, con una altura
de... mm, pigmentando el medio al reverso de la caja de un color naranja y naranja
palido, microscOpicamente presenta numerosas macro, meso Yy microconidias
destacandose en mayor cantidad mesoconidias, midiendo estas 17.9 pde largoy 3.5 p
de ancho, tienen forma de media luna o canoa, el conidi6foro tiene una longitud de 39
Uy de ancho 3.4 4, ademas presenta hifas hialina con septos. Estas caracteristicas

coinciden con las descritas por el INTA (2007).

4.4.2. Caracteristicas morfoldgicas de Pochonia spp. Aislamiento Pch001V

Figura 13. a) Cultivo de Pochonia spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:
pigmentacion del medio c) Estructuras microscépicas: clamidosporas y conidi6foros
(40x).
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En la figura 12 se observa colonias en PDA a 25°C, alcanzan un didmetro de 2 cm en
10 dias (tasa de crecimiento 2.4 mm/24h), forma 3 halos el primero ubicado en el centro
de la colonia de un color crema oscuro, el segundo se forma a una distancia de 5 mm
de color amarillo palido, y el tercero color blanco cremoso, planas, de micelio
algodonoso al comienzo pero que conforme envejece se torna pulvurulento y el micelio
se torna de color naranja intenso, con una altura de 3 mm, pigmentando el medio al
reverso de la caja de un color amarillo, microscépicamente presenta numerosas
clamidosporas, midiendo estas 4.8 p de largo y 2 u de ancho, tienen forma de elipsoidal,
estas se forman en cabezuelas globosas, fialides verticiladas de 13 p de largo en
namero de 4 a 5, el conidiéforo tiene una longitud de 50 p y de ancho 3.5 |, ademas
presenta hifas hialina con septos y las estructuras se las encuentra en mayor cantidad
en el micelio viejo. Estas caracteristicas coinciden con las descritas por Gams y Zare
(2001).

4.4.3. Caracteristicas morfolégicas de Purpureocillium spp. Aislamiento PO004P

Figura 14. a) Cultivo de Purpureocillium spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:

pigmentacion del medio ¢) Estructuras microscopicas: conidias y conidioforos (40x).

En la figura 13 observamos colonias en PDA a 25°C, alcanzan un diametro de 9 cm en
10 dias (tasa de crecimiento 1.1 mm/24h), micelio de color blanco al inicio pero que
poco a poco se va tornando de un color lila, planas, de micelio polvoriento, con una
altura de 1.5 mm, pigmentando el medio al reverso de la caja de un color amarillo pélido,
microscépicamente presenta numerosas conidios, midiendo estas 2.5 p De largo y 2.4
i De ancho, tienen forma circular e elipsoidal, forma conidiéforos con filiadas de 7.5 p
de largo en un numero de 4 a 6, el conidiéforo tiene una longitud de 43.6 1y de ancho
3 Y4, ademas presenta hifas hialina con septos. Estas caracteristicas coinciden con las
descritas por El6sigue et al. (2006), Barnett y Hunter (1972), Humber (1993), Arias y
Pifieros (2008).
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4.4.4. Caracteristicas morfolégicas de Purpureocilliums spp. Aislamiento PO02P.

Figura 15. a) Cultivo de Porpoureocillium spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:
pigmentacion del medio c¢) Estructuras microscopicas: conidios, conidioforos y fialides
(40x).

En la figura 14 observamos colonias en PDA a 25°C, alcanzan un diametro de 1.5 cm
en 10 dias (tasa de crecimiento 1.1 mm/24h), micelio de color blanco al inicio pero que
poco a poco se va tornando de un color lila, planas, de micelio polvoriento, con una
altura de 1mm, pigmentando el medio al reverso de la caja de un color amarillo pélido,
microscépicamente presenta numerosas conidios, midiendo estas 1.3 p de largoy 1.3
1 de ancho, tienen forma circular e elipsoidal, forman forma conidioforos con filiadas en
un numero de 3 a 4, el conidiéforo tiene una longitud de 16.5 p y de ancho 0.95 u
ademas presenta hifas hialina sin septos. Estas caracteristicas coinciden con las
descritas por Barnett y Hunter (1972), Humber (1993), Arias y Pifieros (2008) y Bustillo
(2001).

4.4.5. Caracteristicas morfolégicas de Purpureocillium spp. Aislamiento LAA (H)P

Figura 16. a) Cultivo de Purpureocillium spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:
pigmentacion del medio c) Estructuras microscépicas: conidios, conidioforos y fidlides
(40x).

En la figura 15 observamos colonias en PDA a 25°C, alcanzan un diametro de 5 cm en
10 dias (tasa de crecimiento 3.3 mm/24h), micelio algodonoso, con una altura de 3 mm,

pigmentando el medio al reverso de la caja de color amarillo palido, microscépicamente
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presenta conidios, midiendo estas 2.2 p de largo y 1.6 p de ancho, tienen forma de
media circular e elipsoidal, contenidas sobre estructuras denominas fialides de 7 u de
largo, se encuentran en cantidad de 4 a 6, el conidioforo tiene una longitud de 41.3 py
de ancho 1.8 u, ademas presenta hifas hialina septadas. Estas caracteristicas coinciden
con las descritas por Barnett y Hunter (1972), Humber (1993), Arias y Pifieros (2008) y
Bustillo (2001).

4.4.6. Caracteristicas morfolégicas de Purpureocillium spp. Aislamiento CTT1 (H)P

Figura 17. a) Cultivo de Purpureocillium spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:
pigmentacion del medio c) Estructuras microscépicas: conidias, conidiéforos y fidlides
(40x).

En la figura 16 observamos colonias en PDA a 25°C, alcanzan un diametro de 5 cm en
10 dias (tasa de crecimiento 3.3 mm/24h), micelio algodonoso con 5 estrias onduladas
en el centro, la altura de micelio alcanza 2.5 mm, pigmentando el medio al reverso de
la caja de color amarillo pdlido, pudiéndose observar las estrias de la colonia también
en el reverso de la caja, microscépicamente presenta conidios, midiendo estas 2.6 u
de largo y 1.7 p de ancho, tienen forma de media circular e elipsoidal, contenidas sobre
estructuras denominas fialides de 6 pde largo, se encuentran en una cantidad de 4 a 6,
el conidiéforo tiene una longitud de 40.6 u y de ancho 1.8 4, ademas presenta hifas
hialina septadas. Estas caracteristicas coinciden con las descritas por Barnett y Hunter
(1972), Humber (1993), Arias y Pifieros (2008) y Bustillo (2001).
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4.4.7. Caracteristicas morfoldgicas de Purpureocillium spp. Aislamiento CZG (H)P

Figura 18. a) Cultivo de Purpureocillium spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:
pigmentacion del medio c) Estructuras microscoépicas: conidias, conidioforos y fidlides
(40x).

En la figura 17 observamos colonias en PDA a 25°C, alcanzan un diametro de 5 cm en
10 dias (tasa de crecimiento 3.4 mm/24h), micelio algodonoso con 5 estrias onduladas
en el centro, la altura de micelio alcanza 3 mm, pigmentando el medio al reverso de la
caja de color amarillo palido, pudiéndose observar las estrias de la colonia también en
el reverso de la caja, microscépicamente presenta conidios, midiendo estas 1.9 u de
largo y 1.6 p de ancho, tienen forma de media circular e elipsoidal, contenidas sobre
estructuras denominas fialides de 5.6 y de largo que se encuentran en una cantidad
de 4 a 6, el conidioforo tiene una longitud de 20 p y de ancho 1.5 , ademas presenta
hifas hialina septadas. Estas caracteristicas coinciden con las descritas por Barnett y
Hunter (1972), Humber (1993), Arias y Pifieros (2008) y Bustillo (2001).

4.4.8. Caracteristicas morfologicas de Trichoderma spp. Aislamiento YEB (J2)T

Figura 19. a) Cultivo de Trichoderma spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:
pigmentacion del medio c¢) Estructuras microscopicas: conidias, conidiéforos vy fidlides
(40x).

En la figura 18 observamos colonias en PDA a 25°C, alcanzan un diametro de 9 cm en
3 dias (tasa de crecimiento 4.3 mm/24h), forma 3 anillos de crecimiento el primero
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ubicado en el centro de la colonia de un color verde intenso, el segundo se forma a una
distancia de 1.5cm, con respecto al primero siendo este de color verde blanco, y el
tercero se forma en los bordes de la colonia siendo del mismo color verde, cada anillo
tiene un grosor de 5 mm micelio flocoso, con una altura de 2.3 mm, pigmentando el
medio al reverso de la caja de color amarillo palido, microscépicamente presenta
numerosas conidios, midiendo estas 2.6 1 de largo y 2.1 p de ancho, tienen forma
elipsoidal, forma fialides en forma de botella, de 6.8 u el conidiéforo tiene una longitud
de 25.1 p y de ancho 2 p, ademas presenta hifas hialina con septos. Estas
caracteristicas coinciden con las descritas por Gams & Bisett (1998), Barnett y Hunter
(1972) y Samuels (1996).

4.4.9. Caracteristicas morfologicas de Trichoderma spp. Aislamiento NZP (J2) T

Figura 20. a) Cultivo de Trichoderma spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:
pigmentacion del medio c) Estructuras microscopicas: conidias, conidioforos y fidlides
(40x).

En la figura 19 observamos colonias en PDA a 25°C, alcanzan un didmetro de 9 cm en
3 dias (tasa de crecimiento 3.8 mm/24h), forma 3 anillos de crecimiento el primero de
color verde claro, el segundo crema y el tercero blanco, la distancia entre el primer y
segundo anillo es de 1 cm, teniendo cada anillo un ancho de 1 cm, micelio flocoso, con
una altura de 1.2 mm, pigmentando el medio al reverso de la caja de color amarillo bajo
los anillos blanco y verde bajo el micelio verde, microscopicamente presenta numerosas
conidios, midiendo estas 0.5 p de largoy 0.4 p de ancho, tienen forma elipsoidal, forma
fialides en forma de botella de 1.4 p de largo, el conidioforo tiene una longitud de 18.8
y de ancho 1.6 py, ademas presenta hifas hialina con septos. Estas caracteristicas
coinciden con las descritas por Gams & Bisett (1998), Barnett y Hunter (1972) y
Samuels (1996).
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4.4.10. Caracteristicas morfoldgicas de Trichoderma spp. Aislamiento YEL1 (J2)T

Figura 21. a) Cultivo de Trichoderma spp., colonias de 10 dias b) Caja invertida:
pigmentacion del medio c) Estructuras microscopicas: conidias, conidi6foros y fialides
(40x).

En la figura 20 observamos colonias en PDA a 25°C, alcanzan un diametro de 9 cm en
3 dias (tasa de crecimiento 4.9 mm/24h), forma 2 anillos de crecimiento el primero
ubicado a una distancia de 1.7 cm con respecto al centro de la colonia, siendo este de
color blanco, y teniendo un grosor de 0.5 cm, el segundo anillo se forma a una distancia
de 1.5 cm con respecto al primer anillo teniendo un color verde intenso, con un grosor
de 0.5 cm, micelio flocoso, con una altura de 3 mm, pigmentando el medio al reverso
de la caja de color amarillo bajo los anillos blanco y verde bajo los anillos verdes,
microscépicamente presenta numerosas conidios, midiendo estas 1.8 p de largoy 1.5
u de ancho, tienen forma elipsoidal, forma fialides en forma de botella de 3.8 p de largo,
el conidioforo tiene una longitud de 28.4 p y de ancho 2.2 u, ademas presenta hifas
hialina con septos. Estas caracteristicas coinciden con las descritas por Gams & Bisett
(1998), Barnett y Hunter (1972) y Samuels (1996).

3.4. SOCIALIZACION DE RESULTADOS DE INVESTIGACION

Se realiz6 la explosion de los resultados de tesis lo que permitié informar a los
estudiantes de los tratamientos que mejor resultado se obtuvo, de la misma manera los
estudiantes participaron haciendo preguntas de sus inquietudes que ellos tenian y estas
fueron aclaradas, ademas que se entregaron tripticos (Anexo 22) y certificados a los
asistentes (Anexo 21).
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4.

CONCLUSIONES

La caracterizacion morfologica realizada en cortes perineales, machos y larvas Jo,
permitié la identificacion taxondmica de Meloidogyne javanica y Meloidogyne

arenaria asociadas a las raices de la naranijilla, con predominancia de M. javanica.

La prospeccion e identificacion taxonémica de hongos nematofagos tanto en
masas de huevos como en suelo de la rizosfera permitio determinar la presencia
de los géneros Purpureocillium, Pochonia, Trichodermay Fusarium, interactuando
como probables agentes de control biolégico del nematodo agallador de la

naranjilla, en las zonas muestreadas.

Las evaluaciones in vitro, permitieron determinar diferencias altamente
significativas entre los 30 aislamientos y el testigo, destacando con altos
porcentajes de parasitismo en huevos y J, de M. javanica, los aislamientos YEB
(J2)T y Pch0O01V.

En condiciones de invernadero, los mejores aislamientos por su efecto en la
reduccion de poblaciones en raices (indices de agallamiento, poblacién J2 en 10
g de raices) y en suelo (100cc de suelo), fueron Pch001V, PO02P y P0O04P, lo
cual confirma la accién parasitica de Pochonia spp, Purpureocillium spp., sobre
huevos y larvas de M. javanica.

En condiciones de invernadero, los mejores aislamientos por su efecto sobre las
variables agronémicas de la planta (altura, biomasa foliar, biomasa radical) fueron
YEL1F y YEB (J2)T,y CTT1 (H)P, lo cual se explica por la estimulacién endofitica
de Trichoderma spp, Purpureocillium spp y Fusarium spp., sobre el sistema radical

y su efecto en el desarrollo de la planta.

Los niveles de efectividad obtenidos en los ensayos in vitro como in vivo, con los
aislamientos de los géneros Purpureocillium, Pochonia, Trichoderma vy
aislamientos no patogénicos de Fusarium permiten sugerir su utilizacion como
alternativa de control biolégico del nematodo agallador M. javanica, en

condiciones similares a las investigadas.



5.

RECOMENDACIONES

Evaluar en condiciones de campo los aislamientos que presentaron los mas altos
niveles de parasitismo tanto en los ensayo in vitro como en invernadero, con el fin
de corroborar que estos géneros son una alternativa viable y ecoldgica en el
control del nematodo agallador para los productores de naranjilla de la provincia

de Zamora Chinchipe.

Realizar investigaciones que permitan extraer un producto basado en
aislamientos de hongos antagonistas contra el género Meloidogyne javanica. de
tal forma que permita entregar a los productores de naranjilla un producto

comercial estandarizado y que garantice el control del mismo.

Realizar estudios de caracterizacidon morfologica, bioquimica y molecular para
determinar la identidad taxondmica a nivel de especies de los aislamientos de los

hongos nemato6fagos evaluados.
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8. ANEXOS



GRADO NUMERO DE HUEVOS O
NODULACIONES

0
1-2
3-10
11-30
31-100
> 100

A~ WNRO

Anexo 1. Escala cuantitativa de dafio radical causado por Meloidogyne spp. Taylor y
Sasser (1983).
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PARASITISMO EN HUEVOS A LAS 144 HR (INOCULO INICIAL 80 HUEVOS)

TRATAMIENT  AISLAMIENT REPETICIONES PORCENTA
| I 10 IV V Vi Vil Vil IX X PROMEDIO
T1 FOO1F 7 7 7 7 6 6 6 6 6 7 8,1%
T2 NZO2(J,)F 5 4 4 4 4 5 6 4 5 5 5,8%
T3 YEL1F 31 30 30 31 30 31 31 30 31 32 38,4%
T4 CZT(J,)F 4 4 4 5 4 4 5 5 4 3 5,3%
5 YEML1 (S)F 4 4 3 4 3 5 5 4 4 4 5,0%
T6 YEL1(S)F 8 7 8 8 8 8 8 7 8 8 9,8%
T7 YEB2(J,)P 16 15 17 15 16 17 16 16 15 17 20,0%
T8 CZN(J,)V 9 9 9 10 9 9 9 9 9 10 11,5%
T9 YEM2(H)V 12 12 11 10 10 11 10 10 10 11 13,4%
T10 NZO2(S)V 6 6 6 7 6 6 6 7 7 7 8,0%
T11 Pch001V 48 46 46 46 48 46 47 49 47 48 58,9%
T12 YEL1 (S)V 9 9 8 8 8 8 9 9 9 8 10,6%
T13 YEL2(S)T 6 7 6 6 6 7 6 6 6 7 7,9%
T14 NzP2T 14 13 13 14 13 14 14 13 14 14 17,0%
T15 YEB(J)T 41 40 40 40 40 41 42 41 41 M 50,9%
T16 YEL2(J)T 14 13 14 13 13 14 14 14 14 13 17,0%
T17 CZT(H)T 7 6 6 7 5 6 6 6 6 8 7,9%
T18 NZP2(J2)T 26 27 26 28 26 28 26 26 28 28 33,6%
T19 NZP(J,)T 38 39 37 37 38 39 37 38 38 37 47,3%
T20 YEL1(J2)T 29 29 28 29 29 27 29 27 28 29 35,5%
T21 YEM2(32)T 6 8 6 6 6 6 7 7 8 6 8,3%
T22 P004P 37 36 36 36 38 37 37 3 38 37 46,0%
T23 PO02P 33 32 33 31 33 31. 31 33 31 31 39,9%
T24 YEB2(H)P 4 3 4 4 6 4 4 4 3 4 5,0%
T25 YEM2(H)P 19 18 18 17 17 18 19 18 18 18 22,5%
T26 CZG(H)P 33 32 34 33 33 34 34 33 33 34 41,6%
T27 LAA(H)P 39 40 39 39 38 33 39 39 38 39 48,5%
T28 CTJI(J2)P 4 4 5 4 4 4 3 4 3 3 4,8%
T29 CTTL1(H)P 31 32 33 33 33 33 33 34 33 33 41,0%
T30 CZT(H)P 4 5 4 4 4 3 5 4 4 5 5,3%
Testigo TOO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0%

Anexo 2. Parasitismo de huevos de Meloidogyne javanica, por aislamientos nativos de hongos nematofagos, en

condiciones in vitro, Loja. 2015.
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PORCENTAJE DE PARASITISMO EN J2A LAS 144 HR (INOCULO INICIAL DE 50 J»)

TRATAMIENT  AISLAMIEN REPETICIONES PORCENTA
| I I IV Vv Vi VI VIl IX X  PROMEDIO

T1 FOO1F 6 5 6 5 6 6 5 6 5 6 11,2%
T2 NZO2(J2)F 6 5 6 5 6 5 5 6 6 6 11,2%
T3 YEL1F 18 19 18 19 18 19 19 19 19 19 37,4%
T4 CZT(32)F 5 6 5 6 6 5 6 5 6 5 11,0%
5 YEM1 (S)F 5 6 6 5 6 6 5 5 5 5 10,8%
T6 YEL1(S)F 5 6 5 6 5 6 6 6 5 5 11,0%
T7 YEB2(J2)P 4 5 5 4 5 4 5 5 4 5 9,2%

T8 CZN(I2)V 2 3 2 3 3 3 3 4 4 3 6,0%

T9 YEM2(H)V 5 6 5 5 6 6 5 6 6 6 11,2%
T10 NZO2(S)V 5 6 6 6 6 6 6 7 6 7 12,2%
T11 Pch001V 26 25 26 26 26 28 25 28 26 26 52,4%
T12 YEL1 (S)V 9 8 7 7 8 8 8 7 8 8 15,6%
T13 YEL2(S)T 6 5 6 6 6 6 6 6 6 6 11,8%
T14 NzP2T 6 7 6 6 7 7 7 6 7 7 13,2%
T15 YEB(32)T 21 22 21 21 20 21 20 21 21 21 41,8%
T16 YEL2(J)T 11 10 10 10 11 10 11 10 10 11 20,8%
T17 CZT(H)T 8 7 8 7 8 8 7 7 7 8 15,0%
T18 NZP2(J2)T 11 10 11 10 10 1 10 10 10 10 20,6%
T19 NZP(J,)T 24 23 25 23 23 25 25 25 23 23 47,8%
T20 YEL1(J9)T 22 21 22 22 23 21 21 23 23 21 43,8%
T21 YEM2(J2)T 7 6 6 6 6 7 6 7 7 6 12,8%
T22 P0O04P 23 24 23 24 23 23 23 22 23 24 46,4%
T23 P0O02P 25 23 24 25 25 24 24 24 23 23 48,0%
T24 YEB2(H)P 10 11 11 11 10 11 11 11 10 10 21,2%
T25 YEM2(H)P 9 10 9 10 9 9 10 10 10 10 19,2%
T26 CZG(H)P 19 18 19 17 19 17 19 17 19 19 36,6%
T27 LAA(H)P 26 24 24 25 24 25 24 23 26 25 49,2%
T28 CTJI(J2)P 5 4 4 5 4 5 6 5 6 4 9,6%

T29 CTTL(H)P 26 29 28 24 26 24 28 24 26 24 51,8%
T30 CZT(H)P 4 5 6 4 6 6 6 6 6 5 10,8%

Testigo TOO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0%

Anexo 3. Parasitismo de juveniles J> de Meloidogyne javanica, por aislamientos nativos de hongos

nematofagos, en condiciones in vitro, Loja. 2015.
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ALTURA DE PLANTAS (cm)

TRATAMIENTO AISLAMIENTO REPETICIONES MEDIA
| Il 1] v v vi vl vl IX X Xl XIE Xl XIV XV XVE XVIE XVIIE XIX XX
T1 YEB(J2)T 23 23 24 25 24 24 23 26 28 24 24 24 23 25 25 24 27 28 26 28 249
T2 Pch001V 21 20 21 20 21 20 20 19 20 19 21 20 21 20 20 19 20 20 20 20 20,1
T3 LAA(H)P 24 25 21 23 23 24 23 22 21 22 23 23 21 20 21 22 21 20 22 23 22,2
T4 PO04P 19 25 22 20 19 19 21 21 21 19 19 21 20 20 19 21 19 21 19 19 20,2
TS NZP(J2)T 21 21 20 22 22 22 21 23 22 22 21 20 23 21 20 22 20 21 23 23 215
T6 CTT1(H) P 21 20 22 22 21 20 22 21 21 20 20 23 21 21 21 21 21 21 22 22 21,2
T7 PO02P 23 22 23 22 23 23 25 23 24 23 22 22 24 23 24 24 24 26 22 23 233
T8 YEL1F 24 25 25 23 25 25 23 26 25 26 26 26 28 29 26 24 26 27 28 24 25,6
T9 YEL1(J2)T 20 21 20 21 21 22 20 21 21 22 21 22 23 21 21 22 21 21 22 22 213
T10 CZG(H)P 21 23 21 23 23 22 21 22 20 23 23 24 23 283 21 22 21 23 23 21 22,2
T11 TESTIGO 19 18 18 17 18 19 18 19 20 20 19 20 19 19 18 20 20 21 19 20 191

Anexo 4. Efecto de aislamientos fangicos sobre la variable altura de planta en naranjilla, en invernadero. Loja. 2015.

PESO DE AREA FOLIAR (g)

TRATAM AISLAMIENTO

REPETICIONES

MEDIA
] v Vv VI VIl VIl IX X Xl Xl Xl XIV XV XVI  XVIIL XVIII XIX XX
T1 YEB(J2)T 57.3 57.7 56.6 582 56.3 531 532 594 598 557 523 558 536 573 56.2 56.8 57.3 533 542 559 56
T2 Pch001V 447 446 458 458 481 483 481 472 464 436 445 493 445 445 46.6 49.2 442 457 48.1 463 46,3
T3 LAAHP 443 441 448 443 425 475 483 485 472 431 486 453 482 446 485 46.3 443 46.8 44.6 442 45,8
T4 P0O04P 473 48.2 493 448 436 465 46.9 46.3 483 485 482 433 46.3 49.2 473 498 485 46.1 48.2 443 47
T5 NZP(J2)T 544 535 548 56.4 537 568 575 532 56.3 513 522 525 515 542 553 529 553 536 56.4 534 54,3
T6 CTT1(H)P 485 445 473 486 484 459 475 445 463 473 482 465 464 46.2 483 493 496 482 478 489 47,4
T7 P0O0O2P 57.3 59.6 56.3 56.6 543 534 553 564 528 513 565 545 556 534 564 576 532 547 546 516 55,1
T8 YEL1F 63.6 623 626 633 645 636 615 626 633 626 632 642 653 603 605 623 652 67.3 66.2 64.3 63,4
T9 YEL1(J2)T 53.2 51.2 525 532 512 50.2 502 503 531 542 501 553 546 542 535 546 543 551 555 538 53
T10 CZG(H)P 558 53.3 532 528 537 526 513 56.1 546 559 546 543 56.2 55 534 545 532 532 546 538 54,1
T11 TESTIGO 40.2 415 423 413 423 432 416 423 413 393 413 40.7 421 431 406 419 404 403 394 412 41,3

Anexo 5. Efecto de

aislamientos fungicos sobre la variable peso de é&rea foliar sobre en plantas de naranjilla, en

invernadero. Loja. 2015.
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TRATAM

PESO DE AREA RADICAL (g)

AISLAMIENTO REPETICIONES MEDIA
| Il 11l v Vv \ \i Vi IX X Xl Xl Xl XV XV XVI XVII XVl XIX XX
T1 YEB(J2)T 42,4 43,2 46,2 453 435 433 453 43,6 443 483 46,2 476 453 486 49,7 44,1 43 46,8 495 494 458
T2 Pch001V 46,3 48,6 455 46,5 449 473 483 47,3 483 434 46,3 453 422 446 459 43,8 46,2 473 46,2 446 459
T3 LAA(H)P 61,3 632 632 625 603 618 622 646 613 636 638 637 625 61,5 635 655 659 633 603 636 56,7
T4 PO04P 62,5 633 603 643 668 628 653 639 653 693 665 637 657 669 635 692 638 685 601 625 64,7
T5 NZP(J2)T 47,4 48,3 448 454 48,3 495 475 493 464 42 423 446 43,6 425 45 43 43,6 41,3 446 429 451
T6 CTT1(H)P 96,3 952 923 952 924 935 96,2 956 953 919 935 936 923 923 928 938 945 963 939 946 941
T7 PO02P 40,3 42,3 41,1 404 413 40 41,3 40,5 48,2 46,8 453 46,8 473 435 454 47,7 422 423 423 413 433
T8 YEL1F 754 732 762 754 724 705 763 713 732 732 748 731 738 723 739 71 705 723 749 705 732
T9 YEL1(J2)T 46,3 453 42,6 46,3 456 43,8 458 46,1 423 413 424 454 423 424 404 453 432 426 41,1 451 438
T10 CZG(H)P 56,3 56 58,3 583 585 593 575 545 535 535 526 526 553 526 529 535 538 546 523 538 549
T11 TESTIGO 395 352 331 301 338 315 356 358 346 382 352 362 384 36,6 362 348 344 383 356 338 353

Anexo 6. Efecto de aislamientos fungicos sobre la variable peso de area radical sobre en plantas de naranjilla, en

invernadero. Loja. 2015.

INDICE DE AGALLAMIENTO

TRATAMIENTO AISLAMIENTO REPETICIONES MEDIA
L u v Vo Ve VIE VI X X XE XD X XIV XV XVE XVIE XVIIE XIX XX

T1 YEB(J2)T 4 4 4 5 4 4 3 3 4 3 3 4 3 2 2 4 4 3 3 3 35
T2 Pch001V 2 2 2 3 2 2 3 4 2 1 2 3 2 2 2 2 1 3 2 3 23
T3 LAA(H)P 4 4 3 4 4 3 3 3 4 4 4 3 2 4 4 3 4 4 3 3 35
T4 P0O04P 13 3 2 3 3 2 3 2 3 2 2 3 3 3 3 2 3 1 2 25
T5 NZP(J2)T 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 2 3 3 3 3 3 3 3 30
T6 CTT1(H)P 3 3 3 3 3 4 3 2 3 3 4 3 4 3 2 2 3 3 2 2 29
T7 PO0O2P 4 3 3 4 3 4 3 4 3 3 2 4 4 3 4 3 4 3 4 1 33
T8 YEL1F 4 4 3 4 4 3 4 4 4 4 4 4 4 3 3 3 4 2 2 4 3,6
T9 YEL1(J2)T 4 3 4 3 3 3 4 2 3 3 4 4 3 4 4 3 4 4 3 3 34
T10 CZG(H)P 4 4 4 4 4 4 3 3 2 4 2 2 3 4 3 3 3 4 3 3 33
T11 TESTIGO 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 § 5 5 5 5 5 5 50

Anexo 7. Efecto de aislamientos flungicos sobre la variable de indice de agallamiento en raices de plantas de naranjilla,

en invernadero. Loja. 2015.
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POBLACION DE NEMATODOS EN 10 g DE RAICES

TRAT  AISLAMIEN REPETICIONES MEDI
T [ [ I YARRY Vi Vil vIE X X XI XI Xl XIV XV XVI XVIL XVIII XIX XX
Tl  YEB@2)T 701 699 703 706 704 706 708 701 700 703 702 705 709 701 703 702 706 704 703 702 703
T2  Pch0oo1V 433 436 431 436 435 436 433 430 438 431 433 431 432 436 432 433 436 431 432 431 433
T3 LAAH)P 236 240 238 237 235 230 233 239 238 236 239 241 240 238 238 233 239 241 243 239 238
T4  P004P 151 148 146 147 149 148 150 149 147 146 149 151 146 153 146 147 149 146 149 148 148
T5  NZP@J2)T 1586 1588 1583 1586 1589 1560 1582 1532 1586 1582 1583 1581 1579 1501 1501 1503 1583 1533 1584 1586 1565
T6  CTTI(H)P 1426 1428 1425 1429 1424 1426 1428 1426 1427 1429 1426 1428 1426 1427 1428 1427 1426 1423 1426 1428 1427
T7  PO02P 143 140 143 139 138 142 146 143 146 143 142 145 143 144 142 141 143 141 140 139 142
T8  YELIF 943 941 943 946 948 493 946 943 945 942 941 942 943 945 942 943 943 946 943 942 921
T9  YEL1(J2)T 473 472 473 478 472 476 473 472 475 476 473 478 472 471 473 472 476 472 471 470 473
T10 CZG(H)P 1553 1556 1558 1551 1550 1553 1553 1553 1557 1554 1556 1553 1554 1552 1553 1557 1558 1553 1556 1553 1554
T11 TESTIGO 1696 1698 1693 1698 1699 1695 1693 1693 1695 1694 1693 1693 1695 1693 1693 1693 1693 1698 1694 1693 1695
Anexo 8. Efecto de aislamientos fungicos sobre la variable poblacion de raices en 10 gr de raices. Loja. 2015.
POBLACION DE NEMATODOS EN 100cc DE SUELO
TRAT  AISLAMIEN REPETICIONES MEDIA
T [ [ 0] YARRY Vi Vil v IX X XI Xl XI XIV XV XVI XVIE XVIII XIX XX
T1  YEB@2)T 503 596 593 593 594 591 592 593 592 596 593 593 501 592 593 591 596 598 596 592 593
T2 Pch0oo1V 26 28 24 23 26 24 26 28 21 22 23 24 25 26 24 23 24 20 21 26 24
T3 LAAH)P 163 164 166 165 163 162 165 162 166 163 163 165 164 168 163 165 168 166 163 162 164
T4 P004P 93 92 90 91 93 92 9% 9 9% 93 92 93 95 92 93 92 93 93 92 96 93
T5  NZP@J2)T 142 143 146 148 146 145 146 148 143 143 142 146 145 144 143 146 143 142 144 143 144
T6  CTTL(H)P 163 166 162 163 161 163 165 163 168 168 163 62 165 64 163 163 165 166 168 163 154
T7  POO2P 113 114 112 114 116 118 116 119 116 113 114 112 113 116 115 114 113 114 112 114 114
T8  YELIF 296 298 296 295 294 293 295 296 294 295 296 293 297 295 2596 295 297 298 293 295 410
T9  YEL1(J2)T 469 471 473 468 463 469 465 470 470 473 468 469 463 472 471 769 469 471 469 471 484
T10 CZG(H)P 86 8 84 83 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 84 8 8 83 8 84
T11 TESTIGO 1630 1631 1635 1632 1632 1634 1631 1634 1636 1630 1631 1634 1631 1638 1639 1638 1639 1634 1638 1633 1634
Anexo 9. Efecto de aislamientos fungicos sobre la variable poblacién de nematodos en 100 c® de suelo. Loja.

2015.
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Anexo 10. Parasitismo de la cepa LAA (H) Purpureocillium spp, sobre huevos de
Meloidogyne javanica. (10X).

Anexo 11. Parasitismo de la cepa YEL1 (J2) Trichoderma spp, sobre huevos de
Meloidogyne javanica. (10X).

Anexo 12. Parasitismo de la cepa YEL1(S) Fusarium spp, a) sobre huevos y b)
sobre larva J> de Meloidogyne javanica. (10X).
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Anexo 13. Parasitismo de la cepa PCh001 Pochonia spp, sobre huevos de
Meloidogyne javanica. (10X).

Anexo 14. Masificacién de aislamientos de hongos nematofagos.

Anexo 15. Etiquetado de tratamientos e Inoculacion de hongos nematofagos.
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Anexo 16. Inoculacién de hongos nematofagos.

Anexo 17. Cuantificacion de agallas para indice de agallamiento segun Taylor y
Sasser 1983.

Anexo 18. Licuado y tamizado de raices
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Anexo 19. Cuantificacion de nematodos en suelo y en raices

Anexo 20. Exposicion de resultados obtenidos en la investigacion.
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4nrs o= slatz:

T

Somass Foliary radicl

il

nfice de agsiomisrtn

ttm]

Tearams e 5

Anexo 22. Triptico de resultados de investigacion entregados a asistentes.
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